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Physiological, metabolic and bacterial 
community changes in the microbiota of a 
crop soil after amendment with different 
types of urban organic waste  
 
Introduction 
Soil is a living system that performs essential functions for the environment and 
agriculture. The term soil health is considered when a soil develops its functions 
preserving its chemical, physical and biological features. Many of these functions are 
carried out by microorganisms, which require organic matter for their development 
and activity. Thus, soil fertility depends on the interaction between organic matter and 
the microbial community. 
In general, Mediterranean agricultural soils are poor in organic matter and 
therefore its fertility is irregular. To solve this problem urban organic wastes are 
commonly used as organic amendments in order to increase soil organic matter. 
Furthermore, this solution solves the problem of management of municipal solid waste 
and sewage sludge because they are recycled, instead of being incinerated or 
landfilled. However, this alternative could affect soil health and, for such reason, it 
should be evaluated. Soil health is evaluated through the use of chemical, physical and 
biological indicators; however, microbial indicators are fast, sensitive and provide 
more information, even when small changes occur in the soil. Microbial indicators 
could measure many variables, such as physiological (e.g. biomass) or functional 
variables (e.g. basal respiration) as well as diversity profiles (metabolic or taxonomic). 
The specific literature reports a variety of results, highlighting harmful effects that 
amended soils could suffer. As a result, monitoring these aspects has become a 
necessary task when such practices are carried out. 
The conditions for the present work were based on a previous work developed 
in our laboratory, which evaluated the application of different amounts of sewage 
sludge in the same type of agricultural soil (Gondim-Porto, 2012). In this case, we have 
evaluated the effects of a high amount of composted waste or sewage sludge (at a 
dose of 160 Mg ha-1) on soil health using microbial indicators (microbial physiology and 
activity, and functional and taxonomic diversity). These indicators were monitored at 
least for 24 months and allowed us a) to suggest the type of amendment more 
favorable to be used in agriculture, from an environmental point of view, and b) 
designate potential markers that indicate the amendment of urban organic wastes in 
soil, based on bacterial diversity. 
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Main objectives 
 Assess the impact of different organic amendments on a Mediterranean 
agricultural soil by measuring 1) biomass and microbial respiration, 2) metabolic 
profiles of microbial populations and 3) bacterial taxonomic profiles. 
 Describe metabolic and taxonomic markers that define microbial alterations in 
amended soils. 
 
Materials and methods 
Soil plots were treated with a single dose of 160 Mg ha-1of three different 
organic amendments: composted urban waste (BC), aerobic sewage sludge (LAE) and 
anaerobic sewage sludge (LANAE). Samples were collected every three months for 24 
months in the case of soil treated with sludges (soils A and N), and 30 months for those 
treated with composted waste (soil B). Changes were contrasted with non-treated soil 
plots (soil S). 
The MicroRespTM system was used to determine basal respiration (RB), 
microbial biomass and metabolic profiles (CLPPs). Bacterial taxonomic profiles were 
performed by high throughput sequencing (pyrosequencing) of libraries of the 
bacterial 16S gene, obtained by PCR from total soil DNA. Sequences were processed 
using bioinformatics tools to perform a detailed analysis of the bacterial taxa and OTUs 
(Operational Taxonomic Units) present in soil. 
 
Results 
Soil Basal respiration (RB) increased in the first year of analysis, especially in the 
first sampling of the three amended soils (soils B, A and N). In the second year, soil RB 
values remained high in sewage sludge-amended soils (soils A and N) but decreased in 
soil B, reaching non-treated soil values (soil S). Microbial biomass increased in the 
three treated soils reaching significant higher values than soil S. 
Microbial metabolic profiles (CLPPs) in amended soils showed a preferential 
consumption of sugars and amino acids, and a decrease in the consumption of organic 
acids. This behavior remained in treated soils even two years after amendment. 
Taxonomic analysis revealed that soil bacterial community structure changed in 
amended soils. Relative abundance of common phyla increased (Proteobacteria, 
Firmicutes, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes and Verrucomicrobia), as well as other 
less common phyla (Nitrospira and Deinococcus-Thermus), while others decreased 
(Acidobacteria, Cyanobacteria and Planctomycetes). Some of the bacteria detected in 
the used organic wastes were also detected in treated soils, indicating specific traits of 
the different amendments in the soil. In this regard, the anaerobic sludge was the 
amendment that caused more changes in the soil (e.g. detection of phylum 
Synergistetes and Clostridia, Erysipelotrichi, Bacteroidia and Anaerolineae classes). 
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Finally, OTUs analysis showed relevant results that provided new markers for the 
detection in the soil of these types of organic amendments. 
 
Conclusions 
 Soil basal respiration in amended soils was higher than in control soil for the first 
year after the addition of amendments. This result was probably attributable to 
the most easily degradable nutrients (labile compounds). 
 Soil basal respiration in the second year remained higher in sewage sludge-treated 
soils, indicating that the chemical nature of amendments was critical for the 
microbial response. 
 Microbial biomass increased in amended soils in the whole assay, regardless of the 
type of treatment. In particular, moisture and the amount of nitrogen compounds 
where related to the biomass increase. 
 Microbial community in treated soils showed an important metabolic quotient 
(qCO2) increase, in some cases probably attributable to an increase in the activity 
of a proportion of microbial community, but in other cases to a stress response 
related to the presence of the amendments. 
 Composted urban waste-amended soils showed an increase of soil organic matter, 
and a decreased of CO2 emissions, which could be viewed as a more moderate 
impact on soil microbial communities. 
 Organic amendments induced a change in the consumption of a number of 
substrates, showing different profiles depending on the type of amendment. 
 Consumption of sugars and amino acids increased, while organic acid 
consumption decreased, probably because of the development of opportunistic 
microorganisms in treated soils with a preferred consumption for those 
compounds. 
 Protocatechuic acid consumption decreased in treated soils probably due to 
increase of the amount of labile compounds which are easier to metabolize. 
 The analysis of the number of significant changes in metabolic profiles and qCO2 
values showed that amendment effects lasted more than two years, suggesting 
that the metabolic measurements after these practices need to be long-term. 
 Consumption of arginine, glucose, citric acid and protocatechuic acid were 
characteristic traits of amended soils, enough to be used as specific markers to 
determine alterations in the soil. 
 Organic waste application significantly influences microbial structure 
communities, modifying its composition over a prolonged period of time. 
 The increase of organic matter and, in particular, of the labile compounds 
presumably favored the development of opportunistic soil bacterial groups (such 
as Proteobacteria and Bacteroidetes) and the relative decline of others with 
oligotrophic metabolism (as Acidobacteria and Cyanobacteria) in the amended 
soils. 
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 Actinobacteria, Gemmatimonadetes and Planctomycetes phyla abundances 
showed alterations during the analysis without a clear pattern associated with the 
amendments. 
 Changes in amended soils stimulated the growth of some rare soil bacterial groups 
like Epsiloproteobacteria, Deinococcus-Thermus or Nitrospira. 
 Anaerobic sludge-treated soils showed the higher amount of changes. In 
particular, the increase in the relative abundance of Firmicutes (Clostridia and 
Erysipelotrichi classes), Synergistetes, Chloroflexi (class Anaerolineae) and the 
phylum Bacteroidetes (class Bacteroidia) during the first sampling. 
 Despite the difficulty of the analysis, we may suggest some specific OTUs 
previously not proposed which could be used for the detection of the amendment 
of soils with anaerobic sludge: 542 (Bacteroidetes), 1484 and 1548 
(Deltaproteobacteria), or for the detection of both types of sludge (aerobic and 
anaerobic): 790, 843 and 846 (Clostridia). However, in this study we could not 
detect new markers for the specific identification of the use of aerobic sludge in 
soils nor for the composted waste. 
 OTU 1122 (Alphaproteobacteria) was confirmed as a specific marker of the use of 
aerobic sludge in soils, with respect to previous experiments. 
 
Final conclusion 
 The application of organic amendments in agricultural soils induced microbial 
changes. In particular, anaerobic sewage sludge-treated soils showed the largest 
number of microbial changes, used to define a set of relevant microbial markers 
(bacterial groups and OTUs). Data indicated that crop soils are very sensitive to 
perturbations induced by the amendments, and that are unable to recover during 
the period of time of the analysis, thus showing no resilience. However, metabolic 
profiles (CLPPs) indicated a more proportional distribution of consumption rates of 
each type of chemical compound after amendment, which could be interpreted as 
a higher functional diversity, enhancing functional redundancy and therefore, 
improving resistance and resilience of soils to future perturbations. 
 We might recommend the preferential use of composted organic waste (BC) for 
amendment. Such amendments provide more beneficial effects on soil 
microbiota, like an enhancement of microbial physiological variables, metabolic 
diversity and the absence of potentially pathogenic microorganisms. 
 Results allowed us to propose, among others, the association of some bacterial 
phyla such as Proteobacteria and Acidobacteria with the consumption of some 
group of substrates, like sugars and organic acids, respectively. 
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Alteraciones fisiológicas, metabólicas y de la 
composición de las poblaciones bacterianas 
de la microbiota de un suelo agrícola tras la 
aplicación de residuos orgánicos urbanos 
Introducción 
El suelo es un sistema vivo en el que se desarrollan funciones esenciales para el 
medio ambiente y para la agricultura, y se considera que tiene salud cuando es capaz 
de cumplir esas funciones a la vez de preservar sus características químicas, físicas y 
biológicas. Gran parte de estas funciones son llevadas a cabo por los microorganismos 
del suelo, los cuales precisan de materia orgánica para su desarrollo y actividad. Se 
podría decir que la fertilidad del suelo depende de la interacción entre la materia 
orgánica y la microbiota. 
Generalmente, los suelos agrícolas del clima mediterráneo son pobres en 
materia orgánica y, por tanto, su fertilidad es variable. Para solucionar este problema 
se utilizan, entre otros elementos, enmiendas orgánicas de origen urbano que 
incrementan la materia orgánica del suelo. Adicionalmente, se reciclan residuos 
urbanos cuya producción se incrementa año a año: los residuos sólidos urbanos 
(basuras) y los lodos de depuración de aguas residuales. Sin embargo, esta práctica 
puede no ser siempre beneficiosa, ya que la salud del suelo podría verse afectada y de 
ahí la necesidad de ser evaluada. Para ello se tienen en cuenta distintos indicadores, 
entre los cuales, los microbianos cada vez son más empleados por su rapidez, 
sensibilidad y capacidad de proporcionar más información incluso sobre cambios leves 
que suceden en el suelo. Estos indicadores pueden ser fisiológicos (biomasa), de 
actividad (respiración basal) y de diversidad (metabólicos o taxonómicos). Las 
investigaciones que estudian los cambios que suceden en la microbiota del suelo tras 
la aplicación de enmiendas orgánicas reportan una gran variedad de resultados, 
destacando en ocasiones efectos perjudiciales. Debido a ello, consideramos necesario 
el estudio de los aspectos relacionados con la microbiota cuando se emplean estas 
prácticas. 
A partir de un ensayo previo en el que se evaluó el efecto de distintas 
cantidades de lodos de depuradora en el mismo tipo de suelo agrícola (Gondim-Porto, 
2012), hemos pretendido ampliar ese estudio evaluando los efectos sobre la salud del 
suelo tras la aplicación de una cantidad elevada de basura compostada y de lodos de 
depuradora (160 Mg ha-1). De esta manera, consideramos que puede ser interesante 
describir cómo se afecta la salud del suelo con estas prácticas mediante marcadores 
microbianos (fisiológicos, de actividad microbiana y de diversidad funcional y 
taxonómica) medidos de forma trimestral a lo largo de, al menos, 24 meses, de tal 
manera que nos permitiera sugerir qué tipo de enmienda es más favorable para el 
suelo desde el punto de vista ambiental, así como indicar posibles marcadores de 
actividad microbiana o de diversidad bacteriana útiles para la detección de la 
aplicación de enmiendas al suelo. 
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Objetivos generales. 
 Evaluar el impacto de diferentes enmiendas orgánicas en un suelo agrícola bajo 
clima mediterráneo mediante el estudio de 1) la biomasa y la respiración 
microbiana, 2) los perfiles metabólicos de las poblaciones microbianas y 3) los 
perfiles taxonómicos bacterianos. 
 Describir marcadores metabólicos y taxonómicos que definan las alteraciones 
microbianas que se producen en un suelo enmendado. 
 
Materiales y métodos 
El trabajo se realizó sobre parcelas de un suelo agrícola que se trató con tres 
enmiendas orgánicas diferentes: basura compostada (BC), lodo de depuradora aerobio 
(LAE) y lodo de depuradora anaerobio (LANAE), en una dosis única de 160 Mg ha-1. Los 
resultados fueron contrastados con una parcela de suelo control (suelo S). El análisis se 
realizó trimestralmente durante 24 meses para el caso de las parcelas con lodos 
(suelos A y N) y 30 meses para las parcelas tratadas con basura compostada (suelo B). 
El sistema MicroRespTM se utilizó para la determinación de la respiración basal 
(RB), la biomasa microbiana y los perfiles metabólicos (CLPPs). El análisis taxonómico 
de las poblaciones bacterianas del suelo se realizó mediante secuenciación masiva 
(pirosecuenciación) del gen 16S bacteriano, a partir de genotecas fabricadas por PCR a 
partir del DNA total extraído del suelo. Las secuencias obtenidas se procesaron por 
medio de herramientas bioinformáticas, realizándose posteriormente un análisis 
detallado de los grupos taxonómicos bacterianos y de los OTUs (Operational 
Taxonomic Units) presentes en las muestras de suelo. 
 
Resultados 
La respiración basal (RB) del suelo se incrementó durante el primer año del 
ensayo, especialmente en los primeros muestreos de todos los suelos enmendados 
(suelos B, A y N). Durante el segundo año, la RB del suelo se mantuvo elevada en los 
suelos enmendados con lodos de depuradora (suelos A y N) pero disminuyó en el suelo 
B, alcanzando valores próximos a los del suelo control. Por otra parte, la biomasa 
microbiana se incrementó y fue superior a la del suelo control en la mayor parte de los 
suelos tratados con enmiendas a lo largo de todo el análisis. 
Los perfiles metabólicos (CLPPs) indicaron que las poblaciones microbianas de 
los suelos tratados mostraron un consumo preferente de los azúcares y de los 
aminoácidos, junto con una disminución del consumo de los ácidos orgánicos. Con 
respecto a la evolución de las alteraciones en los perfiles metabólicos, éstas se 
mantuvieron en las parcelas tratadas incluso dos años después de la aplicación. 
El análisis taxonómico de las poblaciones bacterianas reveló que aparecieron 
modificaciones en los suelos enmendados, como el incremento de la abundancia de 
algunos filos de bacterias habituales en el suelo (Proteobacteria, Firmicutes, 
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Bacteroidetes, Gemmatimonadetes y Verrucomicrobia), el incremento de otros menos 
frecuentes (Nitrospira y Deinococcus-Thermus) y la disminución de otros 
(Acidobacteria; Cyanobacteria y Planctomycetes). Por otra parte, la presencia de 
algunos microorganismos de las enmiendas orgánicas aplicadas se manifestó en la 
composición microbiana de los suelos tratados, señalando un comportamiento 
característico de la enmienda aplicada. En este sentido, el lodo anaerobio fue la 
enmienda que produjo los cambios más relevantes en el suelo (en el filo Synergistetes 
y en las clases Clostridia, Erysipelotrichi, Bacteroidia y Anaerolineae). Por último, el 
análisis de los OTUs más característicos de cada uno de los suelos enmendados facilitó 
el poder proponer nuevos marcadores del uso de enmiendas orgánicas. 
 
Conclusiones 
 La respiración basal de los suelos enmendados fue superior a la del suelo control 
durante el primer año tras la adición de las enmiendas. Este incremento dependió 
especialmente de los nutrientes más fácilmente degradables (lábiles). 
 La respiración basal durante el segundo año de ensayo fue superior a la del suelo 
control solo en el caso de los suelos tratados con lodos de depuradora, lo que 
indica que la naturaleza química de las mismas es determinante en cuanto a la 
respuesta microbiana que se produce. 
 La biomasa microbiana se incrementó en los suelos enmendados durante todo el 
ensayo, independientemente del tipo de tratamiento. En particular, el aumento de 
la humedad y el de la cantidad de algunos compuestos de nitrógeno parecen 
regular este incremento. 
 Las poblaciones de los distintos suelos provocaron un incremento considerable del 
valor del cociente metabólico (qCO2), en algunos casos presumiblemente 
achacable al incremento de la actividad de una parte de la población, pero en 
otros casos como una respuesta al estrés que supone la presencia de algunas 
enmiendas. 
 La aplicación de la enmienda compostada (BC) produjo un incremento en términos 
globales de la materia orgánica del suelo y disminuyó la producción de CO2, 
suponiendo un impacto más moderado sobre las poblaciones del suelo. 
 La adición de enmiendas al suelo produce un cambio en el perfil de consumo de 
una serie de sustratos que es distinto en función del tipo de enmienda utilizada. 
 Por regla general, el consumo de azúcares y aminoácidos se incrementó, mientras 
que el de ácidos orgánicos disminuyó, probablemente por el desarrollo de 
poblaciones oportunistas en el suelo que presentan un consumo preferente por 
los primeros. 
 El consumo del ácido protocatéquico disminuyó en las parcelas enmendadas 
posiblemente debido al incremento de la cantidad de compuestos lábiles de 
carbono fáciles de metabolizar. 
 El análisis del número de alteraciones significativas totales del consumo y de los 
valores de qCO2 de los sustratos permitió comprobar que los efectos de la 
aplicación de enmiendas perduraron más de dos años, lo que indica que la 
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repercusión metabólica de las dosis aplicadas ha de medirse en plazos de tiempo 
superiores a los dos años. 
 Los consumos de arginina, glucosa, ácido cítrico y ácido protocatéquico fueron 
característicos de la presencia en los suelos de enmiendas orgánicas por lo que 
podrían ser utilizados como marcadores para determinar la existencia de 
alteraciones en el suelo. 
 La adición de residuos orgánicos influyó de forma significativa sobre la estructura 
de las poblaciones microbianas del suelo modificando su composición durante un 
periodo prolongado de tiempo. 
 El incremento de la materia orgánica y, en especial, de los compuestos lábiles 
presumiblemente favoreció el desarrollo de algunos grupos bacterianos 
oportunistas del suelo (como Proteobacteria y Bacteroidetes) y la disminución 
relativa de otros con un metabolismo oligotrófico (como Acidobacteria y 
Cyanobacteria) en los suelos enmendados. 
 Algunos elementos de los filos Actinobacteria, Gemmatimonadetes y 
Planctomycetes mostraron alteraciones en su abundancia durante todo el ensayo 
aunque la influencia de las enmiendas en su presencia no es clara. 
 Los cambios que produce en el suelo la adición de las enmiendas podrían 
estimular el crecimiento de algunos grupos bacterianos poco abundantes del suelo 
como Epsiloproteobacteria, Deinococcus-Thermus o Nitrospira. 
 La aplicación del lodo anaerobio produjo los cambios más importantes en el suelo 
como el incremento de la abundancia de las bacterias de los filos Firmicutes 
(clases Clostridia y Erysipelotrichi), Synergistetes, Chloroflexi (clase Anaerolineae) y 
Bacteroidetes (clase Bacteroidia) durante los primeros muestreos. 
 Pese a la complejidad del análisis se pueden proponer algunos OTUs antes no 
propuestos, que podrían ser usados para detectar de forma exclusiva la aplicación 
de lodos anaerobios en el suelo: 542 (Bacteroidetes), 1484 y 1548 
(Deltaproteobacteria), o bien para la detección de ambos tipos de lodos (aerobio y 
anaerobio): 790, 843 y 846 (Clostridia). Sin embargo, en el presente trabajo no 
hemos podido detectar marcadores nuevos exclusivos para el uso de lodos 
aerobios ni para el uso de basura compostada. 
 Confirmamos el uso del OTU 1122 (Alphaproteobacteria) como marcador 
específico de lodo aerobio, con respecto a experimentos previos. 
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Conclusión final 
 La aplicación de las enmiendas orgánicas produjo alteraciones microbianas en el 
suelo agrícola. En particular, al poco tiempo de aplicarse, los suelos tratados con 
lodos anaerobios fueron los que registraron un mayor número de alteraciones 
microbianas, pudiéndose definir un conjunto de marcadores microbianos más 
relevantes (grupos bacterianos y OTUs). Los datos observados indican que el suelo 
agrícola no solamente es sensible a las perturbaciones inducidas por las 
enmiendas, sino que no es capaz de recuperarse de los efectos de éstas, es decir, 
que no mostró resiliencia durante el periodo de tiempo analizado. No obstante, 
los perfiles metabólicos observados señalaron que los valores de las tasas de 
consumo de cada tipo de sustrato fueron más equitativos entre sí, hecho que 
podría ser interpretado como una mayor diversidad funcional, lo que supondría un 
incremento de la redundancia funcional y, por consiguiente, la resistencia y 
resiliencia de los suelos tratados podría verse favorecida. 
 Entre las distintas enmiendas aplicadas podemos decantarnos por el uso de 
residuos orgánicos compostados (BC). Este tipo de enmiendas ofrece a nivel 
microbiológico un conjunto de efectos más beneficiosos para el suelo tras su 
aplicación ya que se produce una mejora de las características fisiológicas de la 
microbiota, se incrementa la diversidad metabólica y sus muestras de suelo no 
manifestaron microorganismos potencialmente patógenos. 
 Los resultados obtenidos nos permiten proponer, entre otras, la asociación de 
algunos representantes del filo Proteobacteria y Acidobacteria con el consumo de 
algunos sustratos (azucares y ácidos orgánicos). 
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Capítulo I 
1 Efectos de la aplicación de residuos 
orgánicos en la salud del suelo 
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1.1 El suelo y su función en el ecosistema 
El suelo se define como la materia sólida, liquida y gaseosa existente entre la 
atmósfera y la litosfera. En el ambiente cumple una serie de funciones elementales: es 
un soporte mecánico para las plantas, es el hábitat natural de diversos organismos 
(microorganismos, hongos y animales), es un reservorio de materia orgánica y de agua, 
pero, a su vez, es un suministrador de nutrientes (Lavelle y Spain, 2003; Gardiner y 
Miller, 2008; White, 2013). Su formación depende de factores tales como el relieve, el 
clima, el tiempo, la roca madre y de los propios seres vivos que viven en él (Buscot, 
2005). Todos ellos influyen en los ciclos biogeoquímicos de los elementos en la Tierra, 
en los cuales el suelo tiene un papel de gran importancia (Paul, 2015). 
Desde un punto de vista agrícola, el suelo es fundamental para el desarrollo de 
los cultivos vegetales (Costanza et al., 1997; White, 2013). Sin embargo, puede 
considerarse como un recurso natural no renovable, cuyas tasas de degradación son 
elevadas y contrastan con la lentitud de sus procesos de formación y regeneración 
(Van-Camp L. et al., 2004; Lal, 2008). 
 
1.1.1 Composición química del suelo 
Atendiendo a su composición química, el suelo contiene una fracción 
inorgánica y otra orgánica. El componente inorgánico del suelo está compuesto por 
minerales (como cuarzo, feldespato, mica, carbonatos, yesos, óxidos y silicatos), gases 
(como nitrógeno, oxígeno, dióxido de carbono y metano) y cationes procedentes de la 
hidrólisis de los minerales (como, por ejemplo, aluminio, hierro, calcio y potasio) 
(Lavelle y Spain, 2003; Gardiner y Miller, 2008). La parte orgánica de los suelos, 
comúnmente conocida como materia orgánica (compuestos de estructura carbonada), 
se compone fundamentalmente de materia orgánica fresca o no humificada y de 
materia orgánica humificada. La primera de ellas está integrada por compuestos 
lábiles, biomasa vegetal, macro y mesofauna y microorganismos, mientras que la 
segunda está compuesta por los productos complejos derivados de la transformación 
de la materia orgánica fresca (Brookes et al., 2008). Esta transformación se lleva a 
cabo, en parte, por los microorganismos del suelo y constituye una forma de 
almacenamiento más o menos compleja de sustancias que contienen elementos 
esenciales para el desarrollo biológico (Porta et al., 2003; Guggenberger, 2005). A su 
vez, esta materia orgánica humificada puede descomponerse de nuevo en sustancias 
sencillas fácilmente degradables por la acción de los microorganismos (Grinhut et al., 
2007). Por lo tanto, dada la composición fundamental de la materia orgánica y las 
transformaciones que sufre, ésta constituye uno de los eslabones fundamentales del 
ciclo biogeoquímico del carbono (C). En este ciclo, la oxidación de la materia orgánica 
es crucial ya que a partir de ésta se produce la liberación de compuestos de C desde el 
suelo a la atmósfera, principalmente en forma de CO2 (Morris y Blackwood, 2015). El 
proceso contrario es el secuestro de C, que permite su almacenamiento en el suelo de 
una forma estable, por ejemplo, en forma de materia orgánica humificada o en forma 
de biomasa microbiana, evitando así su emisión a la atmósfera. En este sentido, 
diversos estudios sugieren que la correcta gestión de la materia orgánica del suelo 
permitiría incidir a corto y medio plazo en el secuestro de C ya que es una manera de 
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almacenarlo y con ello frenar la emisión de gases de efecto invernadero a la atmósfera 
(Hayes y Clapp, 2001; Álvaro-Fuentes et al., 2009; Kirkby et al., 2014). 
La cantidad de materia orgánica del suelo depende de diversos factores, entre 
ellos, las características intrínsecas del suelo, como la cobertura vegetal o la pendiente, 
y de factores climáticos, como la temperatura y la precipitación (Lal, 2007; Veum et al., 
2014). La pérdida de cobertura vegetal y de materia orgánica expone al suelo a la 
acción de agentes erosivos por lo que se vería afectada su estabilidad (Bastida et al., 
2006). Además, la pérdida de materia orgánica conlleva un incremento en la 
evaporación y una reducción de la actividad y diversidad de los organismos del suelo, 
que finalmente influye sobre la estructura física del suelo (Voroney y Heck, 2015). En 
particular, la elevada temperatura y la deficiencia de lluvias propias del clima 
mediterráneo producen la pérdida de materia orgánica del suelo si se compara con la 
presente en climas más fríos y húmedos (Roig et al., 2012; Curiel Yuste et al., 2014). 
 
1.1.2 Estructura física del suelo 
El suelo se organiza en horizontes, que son capas horizontales diferenciables 
entre sí por sus características edáficas (materia orgánica, color, dureza, textura,...). A 
su vez, los horizontes del suelo están compuestos por partículas y agregados. Las 
partículas se clasifican según su diámetro en arcillas, limos y arenas que, tras la 
influencia de diversos factores físicos, químicos y biológicos, pueden organizarse para 
formar agregados junto con la materia orgánica (White, 2013). Las estructuras 
agregadas dan lugar a la formación de poros en su interior, los cuáles en algunos casos 
pueden suponer cerca del 50 % del volumen total del suelo. En ese espacio es en 
donde viven los organismos del suelo, ya que en los poros se contiene agua, aire y 
materia orgánica (Dexter, 2004). Los agregados se categorizan en microagregados 
(<250 µm de diámetro) y macroagregados (>250 µm) que se originan a partir de los 
primeros (Six et al., 2000). Los microagregados, al ser de menor tamaño, son más 
estables y se ven menos afectados por los usos agrícolas del suelo (Six et al., 2004). 
La estabilidad de las estructuras del suelo se incrementa con la presencia de 
materia orgánica y de cobertura vegetal (Blanco y Lal, 2010; Jha et al., 2012). En este 
sentido, los factores biológicos son de extrema relevancia en la formación de los 
agregados, ya que contribuyen al mantenimiento de las estructuras del suelo (Wagner 
et al., 2007; Rousk et al., 2009; White, 2013). Entre ellos, se encuentran los organismos 
del suelo (plantas, fauna y microorganismos), así como los productos derivados de su 
metabolismo (por ejemplo, polisacáridos) que actúan como cemento biológico para la 
formación de los agregados (Preston et al., 2001; Rillig y Mummey, 2006; Maier et al., 
2009; Verchot et al., 2011). 
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1.1.3 Distribución de los microorganismos del suelo 
El suelo es un hábitat natural para una serie de organismos que constituyen la 
fauna del suelo. Dentro de esta fauna se encuentran la macrofauna (macroartrópodos 
y anélidos), la mesofauna (nematodos y microartrópodos) y la microfauna (protozoos, 
arqueas, bacterias, hongos, algas unicelulares y virus) (White, 2013; Coleman y Wall, 
2015). De hecho, es uno de los mayores reservorios de diversidad biológica del planeta 
lo que le confiere la capacidad de realizar un elevado número de funciones, muchas de 
las cuales son debidas a la actividad de los microorganismos (Bastida et al., 2013; Paul, 
2015). 
La naturaleza y tamaño de las poblaciones microbianas del suelo se encuentran 
fuertemente influenciadas por distintos factores abióticos relacionados con su 
contexto climático y edáfico (Philippot et al., 2009; Garbisu et al., 2011). Entre ellos, los 
nutrientes, la textura del suelo, la temperatura y la humedad juegan un papel clave no 
solo en la composición de las poblaciones, sino en sus funciones (Berard et al., 2011; 
Berard et al., 2012; Curiel Yuste et al., 2014). Pero también existen factores bióticos 
que condicionan la distribución de los microorganismos, como la competición 
ecológica que existe entre ellos, ya sea en términos nutricionales compitiendo por un 
mismo sustrato, por depredación o por la presencia de sustancias inhibidoras del 
crecimiento como son los antibióticos (Killham y Prosser, 2015). 
Dentro de los microorganismos del suelo, las bacterias son los organismos más 
numerosos y con mayor biodiversidad. Por regla general, la mayor parte de los filos 
bacterianos están presentes en todos los suelos. La distribución vertical de las 
bacterias en el suelo muestra que las bacterias Gram negativas dominan los horizontes 
superficiales del suelo, mientras que las Gram positivas se distribuyen en horizontes 
inferiores (Frey, 2015). Concretamente, se ha estimado que los filos bacterianos más 
dominantes en el suelo (aproximadamente un 92 % de los filos del suelo) son 
Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes, 
Chloroflexi, Planctomycetes, Gemmatimonadetes y Firmicutes (Janssen, 2006). Debido 
a su elevada diversidad, estos microorganismos se distribuyen en función de diferentes 
gradientes en el suelo (pH, temperatura, agua, materia orgánica,...), pero también lo 
hacen conforme sus necesidades y comportamientos fisiológicos como, por ejemplo, 
su tipo respiratorio (Pepper y Gerba, 2005), o metabólicos, dependiendo de si se trata 
de bacterias oligotróficas o copiotróficas (Philippot et al., 2010). Las primeras 
necesitan una pequeña cantidad de nutrientes y sus tasas metabólicas son bajas, en 
cambio, las bacterias copiotróficas se encuentran adaptadas a una mayor cantidad de 
nutrientes y sus tasas metabólicas son elevadas (Fierer et al., 2007).  
A diferencia de las bacterias, los hongos ocupan una mayor proporción de la 
biomasa de los microorganismos, aunque tienen una menor diversidad biológica y, en 
general, son resistentes a condiciones abióticas extremas como la sequía o la falta de 
nutrientes (Thorn y Lynch, 2007; Maier et al., 2009; Curiel Yuste et al., 2011). Aunque 
su papel es complejo de definir contribuyen junto con las bacterias a la funcionalidad 
del suelo. Entre las funciones que desempeñan está la de descomponer compuestos 
orgánicos diversos, desde los más lábiles (como los azúcares) a los más complejos 
(como polímeros de celulosa y lignina) (Nannipieri et al., 2003). De esta manera, los 
hongos pueden metabolizar una gran variedad de compuestos, en muchas ocasiones 
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más complejos que los que pueden degradar las bacterias. Además, su crecimiento en 
forma de hifas les confiere cierta ventaja en la obtención de nutrientes (Ritz y Young, 
2004). No obstante en los suelos agrícolas roturados se ha descrito un descenso de su 
biomasa, hecho que podría estar relacionado con la erosión física que se produce con 
estas prácticas la cual daña las estructuras fúngicas, lo que explica que su la biomasa 
sea mayor en los suelos forestales (Wardle, 1995; Frey et al., 1999; García-Orenes et 
al., 2013). 
Las bacterias y los hongos constituyen más del 90 % de la biomasa microbiana 
del suelo (Six et al., 2006), pero además, en el suelo existen otros tipos de 
microorganismos, como las algas unicelulares, los protozoos, los virus y las arqueas. En 
primer lugar, las algas participan en la estabilidad de los agregados del suelo, al 
secretar sustancias extracelulares (Maier et al., 2009), además de participar en la 
fijación del nitrógeno atmosférico. Por su parte, los protozoos intervienen en la 
regulación de las poblaciones de bacterias, hongos y algas, ya que se alimentan de 
éstos, aunque también son capaces de metabolizar y excretar otras fracciones de la 
materia orgánica del suelo (Coleman y Wall, 2015). Por último, los virus y las arqueas 
son organismos que pueden encontrarse en el suelo, aunque, el número de estudios 
de estos grupos es bajo debido a sus particularidades ecológicas. En el caso de los 
virus, su distribución está muy limitada a sus hospedadores, y en el caso de las arqueas 
a condiciones ambientales extremas (Kimura et al., 2008; Swanson et al., 2009; Killham 
y Prosser, 2015).  
 
1.1.4 ¿Qué factores influyen sobre los microorganismos del suelo? 
La composición y la actividad de las poblaciones microbianas del suelo pueden 
verse afectadas por factores de origen biótico o abiótico. Dentro de los primeros se 
encuentran los antropogénicos (que modifican la estructura y composición química del 
suelo) o los relacionados con la introducción de microorganismos alóctonos o la 
influencia de otros organismos superiores (como las plantas y los animales). Dentro de 
los segundos, los aspectos climáticos o edáficos. 
Las actividades antropogénicas influyen sobre la composición de la microbiota 
del suelo. Obviando la parte correspondiente al desarrollo urbanístico, las actividades 
mineras, los incendios y otros focos de contaminación cercanos a las ciudades (Wong, 
2003; Villar et al., 2004; Clarke y Smith, 2011; de Santiago-Martín et al., 2013), las 
actividades agrícolas también modifican la proporción, el tipo y la actividad de los 
microorganismos del suelo (Mijangos et al., 2006; Diacono y Montemurro, 2010). Por 
ejemplo, los fertilizantes químicos, tanto inorgánicos (tipo NPK) como orgánicos, 
influyen en la biomasa microbiana y en su actividad metabólica generalmente 
incrementando el valor de estos parámetros (Enwall et al., 2007; Geisseler y Scow, 
2014). El uso de enmiendas orgánicas también puede introducir microorganismos 
exógenos que alteren la composición y la actividad de los autóctonos del suelo (Singh y 
Agrawal, 2008; de Araujo et al., 2010; Nakatani et al., 2011; Gondim-Porto, 2012; 
Vierheilig et al., 2012). Dentro de los factores bióticos naturales, la presencia de otros 
microorganismos, animales, o las propias plantas también regulan la distribución y la 
actividad de las poblaciones microbianas del suelo pero, a su vez, las poblaciones 
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microbianas también pueden condicionar la fertilidad del suelo y el estado de las 
plantas que crecen en él (Zak et al., 2003; Brussaard et al., 2004; Bastida et al., 2008b; 
Coleman y Wall, 2015; Lange et al., 2015).  
Los aspectos físicos y químicos, como los climáticos y edáficos, también regulan 
la microbiota del suelo (Curiel Yuste et al., 2007; Castro et al., 2010). Por ejemplo, el 
incremento moderado de la temperatura puede producir un aumento general de la 
actividad metabólica y de la biomasa microbiana (Fierer et al., 2006; Rey y Jarvis, 
2006), al igual que la presencia de agua en el suelo que favorece la activación de las 
reacciones químicas y, por tanto, la actividad metabólica de los microorganismos (Frey 
et al., 1999; Geisseler et al., 2011). Por el contrario, un aumento de la temperatura 
junto con una disminución de la humedad conduce a un estado de sequía que podría 
seleccionar a los microorganismos mejor adaptados a estas condiciones (Schimel et al., 
2007b; Curiel Yuste et al., 2011; Berard et al., 2012). Generalmente, estas variables 
(temperatura y humedad) definen las estaciones climáticas, por lo que la distribución 
de los microorganismos tiene en muchos casos una dependencia estacional 
(Buckeridge et al., 2013; Bevivino et al., 2014). Por otra parte, los aspectos edáficos de 
tipo químico, como el pH, el contenido en sales o la materia orgánica del suelo, o 
físicos, como el tamaño de los agregados, pueden condicionar la estructura de las 
poblaciones del suelo (Rietz y Haynes, 2003; Fierer y Jackson, 2006; Lauber et al., 2009; 
Lagomarsino et al., 2012). 
 
1.1.5 ¿Qué papel tienen los microorganismos en el suelo? 
Las comunidades microbianas del suelo participan en los ciclos biogeoquímicos 
de los elementos (carbono, nitrógeno, azufre, fósforo, hierro,…) a través de las 
reacciones bioquímicas que desempeñan en el suelo (Morris y Blackwood, 2015). En 
estos procesos, los compuestos inorgánicos y orgánicos (de origen animal, vegetal, o 
bien añadidos de forma exógena) son utilizados por los microorganismos para obtener 
energía y construir sus estructuras. Una vez procesados, los compuestos derivados de 
su metabolismo tienen varios destinos: 1) Como nutrientes para los vegetales y otros 
organismos en forma de moléculas sencillas, 2) liberados a la atmósfera en forma de 
gas, 3) lavados hacia horizontes inferiores, o 4) hacia la formación de compuestos 
húmicos que constituyen un almacén de carbono y nitrógeno en el suelo (Porta et al., 
2003; van der Heijden et al., 2008; Horwath, 2015). 
Dentro del ciclo biogeoquímico del carbono (C) los microorganismos se 
encargan fundamentalmente de la descomposición de la materia orgánica 
consumiéndola para crecer o para liberar compuestos biodisponibles para las plantas y 
otros organismos, pero también participan en la liberación de gases como el CO2. En 
particular la emisión de CO2 sucede relativamente rápido cuando los compuestos de 
carbono son químicamente lábiles. Por el contrario, si este carbono es más difícil de 
degradar como, por ejemplo, las ligninas o los taninos, su permanencia puede ser 
prolongada en el suelo como formas recalcitrantes (Horwath, 2015).  
Los microorganismos participan también en varios procesos del ciclo del 
nitrógeno (N), los cuales tienen una especial importancia en el suelo, ya que el N 
puede ser un nutriente limitante para el desarrollo de las plantas y los 
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microorganismos (Schimel y Weintraub, 2003; Agren et al., 2012). Intervienen, por 
ejemplo, en la fijación del N atmosférico para la producción de N microbiano que 
posteriormente es aprovechado por los vegetales. También lo hacen en la 
mineralización de los desechos orgánicos (plantas, animales y microorganismos), en la 
oxidación del amonio que puede dar lugar a nitritos y nitratos (nitrificación) o en el 
retorno del nitrógeno a la atmósfera a través de la desnitrificación, que en condiciones 
anóxicas utiliza las formas oxidadas de nitrógeno (NO2
- y NO3
-) como aceptores de 
electrones volviendo a la forma original de nitrógeno elemental (Morris y Blackwood, 
2015). Además de en los ciclos del C y N, los microorganismos del suelo también 
participan en los ciclos del fósforo, azufre y hierro, entre otros elementos (Kertesz y 
Frossard, 2015). Por lo tanto, dentro de los ciclos biogeoquímicos, las poblaciones 
microbianas son capaces de descomponer la materia orgánica para obtener energía y 
elementos para su autoconstrucción. 
Finalmente, se podría decir que la diversidad y versatilidad metabólica de los 
microorganismos, que derivan en las reacciones que se producen en estos ciclos 
biogeoquímicos constituyen una red muy compleja que, en términos agrícolas, facilita 
un flujo de los nutrientes desde el suelo hacia las plantas, lo que promueve el 
incremento de la fertilidad del suelo (Nannipieri et al., 2002; Six et al., 2006; Bastida et 
al., 2008b). Pero además, también existen más procesos por los cuales los 
microorganismos pueden favorecen la fertilidad de un suelo, por ejemplo, mediante la 
degradación de compuestos contaminantes, mediante el control de plagas que afectan 
a las plantas o mediante la producción de antibióticos frente a bacterias 
potencialmente patógenas para las plantas (Garbeva et al., 2004; Singh et al., 2004; 
Susilo et al., 2004; Ling et al., 2015). 
 
1.1.6 Importancia de los microorganismos para un suelo fértil 
Un suelo se considera fértil cuando proporciona condiciones físicas, químicas y 
biológicas óptimas para el desarrollo vegetal (Diacono y Montemurro, 2010). Los 
microorganismos intervienen en la fertilidad del suelo a través de relaciones complejas 
con el propio suelo y las plantas principalmente de dos maneras (Chaparro et al., 
2012). Por un lado, mediante la fijación del nitrógeno atmosférico en el suelo, la 
mejora de la biodisponibilidad de otros elementos químicos y la liberación de 
sustancias más asimilables por la plantas a partir de la descomposición de desechos 
orgánicos (Murphy D.V et al., 2007; van der Heijden et al., 2008). Y, por otro lado, 
mediante la inmovilización de nutrientes en forma de biomasa microbiana o en formas 
recalcitrantes que constituyen, a largo plazo, una reserva de nutrientes (Brookes et al., 
2008). En este proceso podríamos incluir la humificación, donde se transforman los 
derivados de la materia orgánica de distintas procedencias en compuestos de mayor 
complejidad química cuya degradación es extremadamente lenta, pudiendo persistir 
durante cientos de años en el suelo sin degradarse (Guggenberger, 2005; Diacono y 
Montemurro, 2010). 
En el aspecto físico, las sustancias que secretan los microorganismos 
intervienen favoreciendo la estabilidad de la estructura del suelo que es fundamental 
para la fertilidad del mismo y para la distribución homogénea del agua. 
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Concretamente, las bacterias secretan sustancias adherentes en forma de 
polisacáridos que contribuyen a la formación de micro y macroagregados que 
proporcionan estabilidad en el suelo (Voroney y Heck, 2015). Un suelo bien 
estructurado favorece la germinación y el sustento físico de los cultivos, 
proporcionando un buen reparto del agua evitando la inundación ante un exceso y su 
escasez en periodos de sequía (Tejada et al., 2006). 
En términos puramente biológicos, el mantenimiento de la diversidad 
microbiana es fundamental para mantener la funcionalidad del suelo y, por tanto, su 
fertilidad (Kirk et al., 2004; Bhatia, 2008; Kaschuk et al., 2010). La diversidad 
microbiana podríamos dividirla en dos aspectos, uno taxonómico y otro funcional, 
ambos relacionados entre sí. El primero contempla la variedad de taxones microbianos 
y, el segundo, la variedad de funciones o reacciones bioquímicas que realizan esos 
taxones en el suelo (Zak et al., 1994; Lavelle y Spain, 2003). Las perturbaciones que 
sufre el suelo (temperatura, sequía, fertilización, enmiendas orgánicas) pueden 
modificar su diversidad microbiana (taxonómica y funcional), bien porque alteran la 
función de los microorganismos presentes en el suelo, o bien porque desequilibran la 
abundancia y el reparto de las poblaciones presentes en el suelo (Shade et al., 2012). 
Por lo tanto, para que se mantenga la funcionalidad del suelo es importante que se 
conserve su diversidad microbiana original. Una mayor diversidad microbiana suele 
estar aparejada con una mayor redundancia funcional, es decir, con la capacidad que 
tiene un ecosistema de no perder una función gracias a que ésta es llevada a cabo por 
otro organismo distinto (Allison y Martiny, 2008). Precisamente esta cualidad conduce 
a una mayor posibilidad de que una población se mantenga estable frente a una 
perturbación (Kennedy y Stubbs, 2006; Nakatani et al., 2011; Griffiths y Philippot, 
2013). Una de las maneras de cuantificar la estabilidad (frente a una perturbación) de 
un ecosistema es por medio de la determinación de su resistencia y resiliencia. La 
resistencia es la capacidad por la cual se mantienen las características originales de las 
comunidades de un ecosistema ante una perturbación, mientras que la resiliencia es la 
capacidad de recuperación del estado original de esas comunidades tras sufrir una 
alteración (Shade et al., 2012). Conociendo estos parámetros se puede predecir el 
comportamiento de una población previamente expuesta a una perturbación como, 
por ejemplo, la sequía (Berard et al., 2012). Hay que destacar que tanto la resistencia 
como la resiliencia son cualidades independientes, es decir, que una misma comunidad 
puede tener grados distintos de resistencia y de resiliencia. Esto significa que frente a 
la misma perturbación, una comunidad microbiana puede presentar una mayor 
sensibilidad que otra (menor resistencia), independientemente de su capacidad de 
recuperación del estado original (resiliencia). Controlando estos factores de la 
microbiota del suelo se puede estimar el estado de la misma y de sus funciones y, por 
consiguiente, conocer una parte de la fertilidad del suelo. 
Resumiendo, una diversidad microbiana elevada (taxonómica y funcional) es de 
suma importancia para mantener las funciones del suelo, como la degradación de la 
materia orgánica o de contaminantes emergentes, y la asimilación de algunos 
compuestos inorgánicos. También es importante para preservar la estabilidad de la 
microbiota (resistencia y resiliencia) frente a las perturbaciones que el suelo puede 
sufrir. Es más, incluso se ha relacionado el grado de diversidad microbiana del suelo 
con el control de la proliferación de microorganismos alóctonos, algunos de ellos 
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patógenos, ya que, de esta manera, son capaces de competir nutricionalmente con los 
organismos invasores (Garbeva et al., 2004; van Elsas et al., 2012). Así, se puede 
prevenir el desarrollo de organismos patógenos para las plantas, permitiendo la 
disminución del uso de plaguicidas. La suma de estos efectos provoca en el suelo que 
se mantengan las condiciones químicas, físicas y biológicas que dan lugar a la fertilidad 
del suelo (Figura 1). 
 
 
 
 
 
Figura 1. Importancia de los microorganismos para un suelo fértil. 
 
  
CONTAMINANTES
EMERGENTES
MICROORGANISMOS
PATÓGENOS DE PLANTAS
DEGRADACIÓNCONTROL
MATERIA
ORGÁNICA E
INORGÁNICA
CICLOS
BIOGEOQUÍMICOS
COMPUESTOS
SENCILLOS
COMPUESTOS
COMPLEJOS
EMISIÓN DE
GAS CO2, 
N2O O CH4
FERTILIDAD DEL SUELO
MICROBIOTA DEL
SUELO
DIVERSIDAD MICROBIANA
ELEVADA
33 
 
1.1.7 Pérdida de la fertilidad del suelo 
Las prácticas agrícolas intensivas, las cuales hacen un uso elevado de 
agroquímicos (pesticidas), fertilizantes de tipo inorgánico (NPK), una roturación 
agresiva del suelo, así como el exceso de regadío, han potenciado la pérdida de 
nutrientes y la degradación de los suelos (Tilman et al., 2002; Jangid et al., 2008; Qin et 
al., 2010; Lal, 2011). En los suelos de clima mediterráneo, las altas temperaturas y las 
escasas e irregulares precipitaciones están acelerando la degradación del suelo, 
favoreciendo que se pierda la materia orgánica a mayor velocidad de la que se repone 
y promoviendo la pérdida de C en forma de CO2 (Montemurro et al., 2007; Diacono y 
Montemurro, 2010). Esta disminución de la materia orgánica también afecta a las 
poblaciones microbianas ya que se genera una pérdida de su biomasa y por tanto de 
su diversidad produciendo un efecto desfavorable para la fertilidad del suelo (Mader et 
al., 2002). 
Por el contrario, las técnicas más conservativas, propias de la agricultura 
sostenible, que evitan la roturación e incrementan la fertilización con enmiendas de 
tipo orgánico, contribuyen a una producción agrícola económicamente sostenible, 
manteniendo las características del suelo y la diversidad del ecosistema (Fliessbach et 
al., 2007; Coleman et al., 2012). Así, el mantenimiento de la diversidad puede resultar 
un hecho caro en términos económicos al comienzo pero, sin embargo, los beneficios 
obtenidos posteriormente pueden ser incluso mayores, por la reducción de costes en 
regadío, en el uso de pesticidas o de maquinaria agrícola (Pimentel et al., 1997). 
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1.2 ¿Cómo se mejora la fertilidad del suelo? 
Históricamente el ser humano ha intentado mejorar el rendimiento de las 
explotaciones agrícolas mediante el uso de fertilizantes que, fundamentalmente, se 
clasifican en inorgánicos (NPK) u orgánicos (enmiendas orgánicas). En concreto, dentro 
de estos últimos, la aplicación de residuos orgánicos como enmienda de fertilización 
en suelos agrícolas es una práctica muy extendida para reciclar estos desechos (Rauch 
y Becker, 2000; Diacono y Montemurro, 2010), como una alternativa más económica a 
mantenerlos en vertederos o incinerarlos (Petersen et al., 2003) y, de esta forma, 
disminuir el uso de fertilizantes de tipo inorgánico (Hargreaves et al., 2008). Estos 
residuos orgánicos pueden tener diferentes orígenes: desechos vegetales o animales, 
industrial o urbano (Sofo et al., 2014; Sciubba et al., 2014). Pero todos ellos tienen en 
común la aportación de grandes cantidades de materia orgánica al suelo que mejoran 
las propiedades del suelo, incrementan la fertilidad y mejoran las propiedades 
microbianas (biomasa, actividad y diversidad), ayudando a mantener las funciones que 
se realizan en el mismo (Montemurro et al., 2004; Carbonell et al., 2011; Sciubba et al., 
2013). Sin embargo, a pesar de los tratamientos que sufren estos productos antes de 
su aplicación en agricultura, el uso de las enmiendas orgánicas de procedencia urbana 
puede provocar efectos adversos a nivel ambiental y sanitario en el suelo (alteraciones 
químicas, metales pesados, introducción de patógenos,...) (Singh y Agrawal, 2008; 
Zerzghi et al., 2010; Gondim-Porto, 2012). 
 
1.2.1 Los residuos orgánicos de origen urbano 
El crecimiento de la población mundial y su concentración en las zonas urbanas 
conlleva la producción de altas cantidades de residuos en estas áreas. Una gran parte 
de estos residuos proceden de la recogida de basuras y de la depuración de aguas 
residuales urbanas (aguas negras, grises y pluviales) (Singh y Agrawal, 2008; Srivastava 
et al., 2015). En el caso de la Unión europea, en 2008 se generaron más de 88 millones 
de toneladas de residuos orgánicos procedentes de residuos urbanos (peso seco) y 
más de 10 millones de toneladas de lodos de depuradora (peso seco), estimándose 
que en el año 2020 estos valores se incrementarán en un 10% (SEC2010, 2010). Por lo 
tanto, la gestión de este tipo de residuos ocupa un papel importante dentro de la 
política ambiental de los organismos europeos y nacionales. 
La gestión de los residuos urbanos sólidos se realiza en plantas de residuos, 
mientras que la de las aguas residuales sucede en las Estaciones de Depuración de 
Aguas Residuales (EDAR), estando ambas actividades reguladas conforme a la Ley 
22/2011, de 28 de julio, de residuos y suelos contaminados y el Plan Nacional Integrado 
de Residuos (PNIR) (Secretaría de Estado de Cambio Climático y Gobierno de España, 
2009; MAGRAMA y Gobierno de España, 2009; BOE, 2011). Esta legislación regula que 
la elaboración de estos productos se realice respetando la protección del medio 
ambiente y la salud humana, y establece que los productos generados se eliminen 
preferentemente como fertilizantes en agricultura. Y si esto no fuera posible, se 
procedería a su incineración o, por último, a su depósito controlado en vertederos. 
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1.2.1.1 Compost de residuos urbanos (basura compostada) 
Los residuos sólidos urbanos, también llamados basuras, son los desechos 
sólidos generados en domicilios particulares, comercios, oficinas o servicios y que son 
gestionados preferentemente por los ayuntamientos mediante el reciclado, la 
recuperación y la obtención de nuevas materias primas o su utilización para la 
generación de energía, según contempla el PNIR (Secretaría de Estado de Cambio 
Climático y Gobierno de España, 2009). 
Una vez recogidos, estos residuos son llevados a plantas de tratamiento donde 
se clasifican y se valorizan. Una de las operaciones de valorización es la recuperación y 
tratamiento de los compuestos orgánicos para su posterior compostaje, donde sufren 
una descomposición aeróbica, se reduce la cantidad de patógenos, se sintetizan 
compuestos más estables y se genera un producto más homogéneo con una mayor 
seguridad sanitaria y ambiental (Figura 2.a) (Cai et al., 2007; Bastida et al., 2008b; 
Tarrasón et al., 2010; Ramdani et al., 2015). En el proceso de compostaje se pueden 
diferenciar dos fases principales: descomposición y estabilización. 
En la fase de descomposición en la materia orgánica se producen 
modificaciones químicas y físicas, como la disminución del pH, la degradación de los 
compuestos más lábiles y el descenso de su volumen (40-50 %). En esta fase la 
temperatura puede ser variable, oscilando entre los 15-40 °C (fase mesófila) hasta los 
65 °C (termófila), reduciéndose posteriormente la temperatura (fase de decrecimiento 
o maduración). Con el incremento de la temperatura se favorece la eliminación de los 
microorganismos patógenos y parásitos (Epstein, 1997; Ndegwa y Thompson, 2001). 
En la fase de estabilización, los residuos se someten a temperaturas menores 
(25-50 °C), realizándose un control del oxígeno por medio de volteados y la 
temperatura por medio de sondas. En esta fase se producen los compuestos de 
materia orgánica más complejos (sustancias húmicas) (de Araujo et al., 2010; Ramdani 
et al., 2015). 
 
a
 
b
 
Figura 2. Basura compostada (a) y lodo de depuradora (b). 
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1.2.1.2 Lodos de depuradora 
La depuración de las aguas residuales urbanas es un proceso necesario, previo 
a la devolución de las aguas a los cursos naturales de agua, debido a la presencia de 
contaminantes químicos, microorganismos patógenos y parásitos (Stackelberg et al., 
2004; Nwachcuku y Gerba, 2004). Como producto de la depuración del agua se 
obtienen fangos o lodos de diversa consistencia (Figura 2.b). Sin embargo, la elevada 
presencia de contaminantes y patógenos en estos productos hace necesario disminuir 
el riesgo potencial de estos residuos por medio de los diferentes procesos de 
tratamiento de lodos (Bitton, 2005), los cuales también reducen el contenido de agua y 
estabilizan la materia orgánica. Fundamentalmente, los procesos del tratamiento de 
los lodos de depuradora son: espesamiento, estabilización, acondicionamiento y 
deshidratación. 
El espesamiento consiste en la eliminación del contenido líquido y 
concentración de los lodos primarios. Con este proceso se elimina el agua libre con el 
fin de reducir la cantidad de material a tratar, lo que supone una disminución del gasto 
económico y obteniéndose un material más homogéneo. En la estabilización se realiza 
una digestión microbiana mediante la cual se disminuye la cantidad de compuestos 
volátiles (olores) y de microorganismos patógenos, produciéndose compuestos más 
estables a partir del metabolismo de los microorganismos digestores. La digestión 
puede realizarse en condiciones aerobias o anaerobias. La digestión aerobia del lodo 
se lleva a cabo en presencia de oxígeno produciéndose CO2 y agua principalmente. Por 
otra parte, la digestión anaerobia genera biogás (principalmente CH4 y CO2), que 
mediante su combustión puede usarse para la obtención de energía (IDAE y Instituto 
para la Diversificación y Ahorro de la Energía, 2007; Johansen et al., 2013). Una vez 
estabilizados, los lodos de depuradora sufren un proceso de acondicionamiento y 
deshidratación. En el proceso de acondicionamiento se realiza un secado final, donde 
también pueden adicionarse compuestos químicos acondicionadores como floculantes 
orgánicos o inorgánicos para aumentar el tamaño de los coloides y de esta manera 
facilitar su deshidratación. En la deshidratación se elimina el agua por medio de 
distintos métodos físicos: evaporación, filtración, prensado, centrifugación. Gracias a 
este proceso se consigue un porcentaje mayor de materia seca y se elimina gran parte 
de los microorganismos presentes en los lodos. 
Por tanto, según su material de procedencia y los procesos que sufren para su 
elaboración, los residuos orgánicos obtenidos tienen una composición química 
variable. En cualquier caso, independientemente de su proceso de elaboración, son 
ricos en materia orgánica, nutrientes esenciales para las plantas y una gran variedad de 
microorganismos. Sin embargo, pueden contener niveles altos de metales pesados (Zn, 
Cu y Cd), y xenobióticos, además de microorganismos patógenos y, por eso, su uso 
posterior (como enmienda agrícola, incinerado o en vertederos,...) se encuentra 
regulado (Stackelberg et al., 2004; Venkatesan y Halden, 2014). 
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1.2.2 Legislación para la aplicación de los residuos orgánicos 
como enmienda agrícola 
Según los datos de Eurostat correspondientes al año 2012, en España se 
compostaron un 10 % de los residuos urbanos los cuales pudieron emplearse como 
enmienda orgánica en agricultura (http://ec.europa.eu/eurostat/product?code=8-
25032014-AP), mientras que, por otra parte, el Registro Nacional de Lodos declara que 
el 80 % de los lodos procedentes de la depuración de aguas se está destinando para la 
misma función en agricultura (http://www.magrama.gob.es /es/calidad-y-evaluacion-
ambiental/temas/prevencion-y-gestionresiduos/flujos/lodos-depuradora/). En España, 
la aplicación de estos residuos producidos en las urbes se encuentra regulada para su 
uso en agricultura (BOE, 1990; Rauch y Becker, 2000; European Commission, 2004; de 
Araujo et al., 2010; Diacono y Montemurro, 2010; Franco-Otero et al., 2012). Dentro 
de esta legislación, se hace especial referencia al contenido en metales pesados de las 
enmiendas que se aplican, debido a que sus niveles en los residuos orgánicos tienen 
concentraciones superiores a las del suelo, por lo que su aplicación como enmienda 
puede provocar su acumulación, pudiendo afectar a las plantas y a los 
microorganismos (Diacono y Montemurro, 2010; Carbonell et al., 2011; de Santiago-
Martín et al., 2013).  
A nivel microbiológico, la legislación española exige la declaración, por parte de 
los productores y los gestores de los lodos en agricultura, de la presencia de especies 
del género Salmonella (UNE-EN ISO 6579) y el recuento de la bacteria Escherichia coli 
por medio de métodos selectivos diferenciales de detección de coliformes (ISO 7251), 
aunque no indica qué niveles son los aceptables (BOE, 2013). En cambio, en otros 
países como Francia existe una regulación más estricta con este asunto (Brochier et al., 
2012) aunque, a nuestro juicio, no lo demasiado detallada como para contemplar otros 
aspectos importantes relacionados con la transmisibilidad de resistencias microbianas 
a antibióticos o la transmisión de patógenos (Haynes et al., 2009; Gondim-Porto, 
2012). 
 
1.2.3 Impacto de los residuos orgánicos en el suelo 
La erosión y degradación que sufren los suelos por efecto del clima 
mediterráneo puede ser remediada mediante el uso de enmiendas orgánicas (Ros et 
al., 2003b; Roig et al., 2012; Siles et al., 2014). De esta manera se consigue una mejora 
de las características de la calidad del suelo (Van-Camp L. et al., 2004; Tamanini et al., 
2008; Bastida et al., 2008b; Cellier et al., 2012). Sin embargo, no conviene descuidar 
los posibles riesgos para la salud humana derivados de la aplicación de estos 
productos, como la contaminación química y/o biológica, o la pérdida de diversidad 
biológica (Singh y Agrawal, 2008; Berard et al., 2014; Riber et al., 2014). Por estas 
razones, se ha incrementado el número de trabajos que evalúan el efecto de 
diferentes tipos de enmiendas orgánicas urbanas en el suelo a lo largo de diferentes 
periodos de tiempo y diferentes regímenes de aplicación (Bastida et al., 2013; Riber et 
al., 2014; Ramdani et al., 2015). 
 
38 
 
1.2.3.1 Alteraciones químicas de los suelos enmendados 
La aplicación de residuos orgánicos en el suelo supone principalmente un 
aporte externo de materia orgánica con nutrientes favorables para las plantas 
(Mantovi et al., 2005; Diacono y Montemurro, 2010). Este hecho aumenta la capacidad 
de intercambio iónico del suelo debido al incremento de las cargas negativas, factor 
clave en la disponibilidad de cationes para las plantas. Además con las enmiendas 
también se incrementan los compuestos inorgánicos de nitrógeno (amonio, nitratos y 
nitritos) y el fósforo disponible. 
Desde la perspectiva de cómo se afecta el ciclo del C tras la aplicación de 
enmiendas en el suelo agrícola, fundamentalmente se produce un incremento general 
del C orgánico (Corg) (Lal, 2004a; Bastida et al., 2013). La permanencia de este C en el 
suelo depende del grado de complejidad química de los compuestos de C de la 
enmienda aplicada, que a su vez depende del proceso de elaboración de la misma 
(Tarrasón et al., 2010). Una parte de ese Corg se encuentra como fracción soluble (Csol) 
que contiene una proporción considerable de carbono de fácil degradación (lábil) que 
potencia la actividad de los microorganismos del suelo puesto que es fácilmente 
degradable. Sin embargo, también parte de este Corg puede ser recalcitrante y presenta 
una degradación será más lenta, pudiendo permanecer más tiempo en el suelo 
(Marschner et al., 2003; Blagodatskaya y Kuzyakov, 2008; Hao et al., 2013).  
Por otra parte, los compuestos de N también se incrementan con la adición de 
las enmiendas orgánicas, lo que es importante ya que tiene un carácter limitante en los 
suelos del clima mediterráneo (Bastida et al., 2009). Al igual que ocurre con los 
compuestos de carbono, con los de N también existen diferencias según la naturaleza 
del residuo orgánico que se aplique. Se pueden encontrar compuestos orgánicos 
(aminoácidos o proteínas) o inorgánicos (amonio, nitratos y nitritos). Los residuos 
compostados parecen tener una menor proporción de compuestos de N inorgánico 
(Fourti, 2013), mientras que en los lodos de depuradora sin compostar predominan las 
formas inorgánicas como el amonio (Smith y Tibbett, 2004). Con respecto a la fracción 
orgánica del N aportada por las enmiendas, ésta es mineralizada para dar lugar a 
amonio (Geisseler et al., 2010), que tras sucesivas oxidaciones, puede transformarse 
en nitrito y nitrato (nitrificación) (Ojeda et al., 2006). Este proceso metabólico se 
potencia cuando se añaden enmiendas orgánicas al suelo, debido al aumento 
generalizado de la actividad metabólica. Por su parte, el N inorgánico puede quedar 
retenido en los coloides del suelo (arcillas o materia orgánica) pudiendo hacerse 
biodisponible para las plantas (Santibáñez et al., 2007). No obstante, también puede 
movilizarse hacia horizontes más profundos del perfil del suelo por medio de procesos 
de lixiviación, pudiendo provocar efectos contaminantes a nivel freático (Esteller et al., 
2009). 
Sin embargo, existen también efectos químicos perniciosos para la salud de los 
organismos que viven en el suelo derivados de la aplicación de residuos urbanos, que 
también pueden crear un riesgo sanitario por introducirse en la cadena alimentaria, 
como es el caso de los contaminantes orgánicos emergentes (Carbonell et al., 2009; 
Clarke y Smith, 2011; Zuloaga et al., 2012). A modo de ejemplo, se ha descrito que 
determinados pesticidas pueden permanecer un mayor tiempo en el suelo al 
encontrarse protegidos por la materia orgánica añadida y no ser degradados por los 
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microorganismos (Said-Pullicino et al., 2004). Otros compuestos que suponen un 
riesgo para la salud son los metales pesados. Su presencia ha sido detectada en las 
enmiendas orgánicas (Singh y Agrawal, 2008; Poulsen et al., 2013; Berard et al., 2014) 
y es un factor limitante a la hora de su utilización en agricultura, por lo que se 
promueve la disminución de su contenido mediante la separación de los residuos 
antes de la elaboración de las enmiendas (Hargreaves et al., 2008). Sin embargo, una 
vez en el suelo, estos elementos pueden ser inmovilizados por el contenido en 
sustancias húmicas y por el pH (básico) o bien ser movilizados por lixiviación, 
pudiéndose transferir a las aguas subterráneas (Singh y Agrawal, 2008). La presencia 
de metales en el suelo puede generar un estrés sobre la microbiota del suelo 
(Fliessbach et al., 1994; Giller et al., 1998). 
 
1.2.3.2 Alteraciones físico-químicas y físicas de los suelos enmendados 
Como hemos visto hasta ahora, la aplicación de enmiendas produce cambios en 
la composición química del suelo. Asociados a ellos hay otros cambios importantes 
como son el pH, la conductividad eléctrica o la cantidad de agua. El efecto sobre el pH 
del suelo depende del tipo de enmienda que se adiciona y sobre todo del propio suelo 
(Choudhary et al., 2011), pudiéndose producir un aumento o una disminución (Singh y 
Agrawal, 2008). Los cambios de pH en el suelo influyen sobre la disponibilidad de los 
nutrientes y de algunos contaminantes (metales pesados), pero también sobre la 
actividad biológica del suelo (Hargreaves et al., 2008; Franco-Otero et al., 2012). Por 
otra parte, la presencia de compuestos cargados, así como de sales inorgánicas tras la 
aplicación de enmiendas supone también un incremento de la conductividad eléctrica 
(Pascual et al., 2007). A altas concentraciones estas sustancias pueden llegar a ser 
nocivas para el desarrollo de algunos cultivos vegetales y de algunos microorganismos 
(Sardinha et al., 2003; Singh y Agrawal, 2008; Hargreaves et al., 2008; Iwai et al., 2012). 
La adición de enmiendas también produce un incremento de la humedad, muchas 
veces ocasionado por el contenido de agua que contienen los propios residuos, 
aunque también porque se puede mejorar la capacidad de retención de agua del suelo 
(water holding capacity, WHC), lo cual favorece la actividad de los microorganismos del 
suelo (Manzoni et al., 2011; Schjønning et al., 2011; Berard et al., 2012). 
El aporte de materia orgánica mejora las características físicas del suelo 
(Diacono y Montemurro, 2010; Hemmat et al., 2010; González-Ubierna et al., 2012). 
Así, su aplicación se ha relacionado con la presencia de compuestos de carbono lábiles 
que intervienen en la formación de agregados, al menos a corto plazo (García-Orenes 
et al., 2009). Pero, además, otras fracciones del carbono mucho más complejas 
también son capaces de interaccionar con las fracciones minerales del suelo, 
contribuyendo a que la estabilidad de los agregados resultantes sea mayor (Tarrasón 
et al., 2007). En este proceso las cargas eléctricas de la materia orgánica promueven la 
formación de nuevos enlaces iónicos, produciéndose la formación de poros y la 
disminución de la densidad aparente y, finalmente, incrementándose la estabilidad del 
agregado y mejorándose la WHC, como se ha comentado anteriormente (Singh y 
Agrawal, 2008; Hargreaves et al., 2008). Esta mejora de las propiedades físicas del 
suelo por incremento de la agregación y de la acumulación de agua es una medida 
preventiva frente a la erosión del suelo (Ojeda et al., 2003) y mejora la estabilidad y el 
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desarrollo de las funciones de los ecosistemas edáficos (Tejada et al., 2009; Jha et al., 
2012). 
 
1.2.3.3 Alteraciones microbiológicas de los suelos enmendados 
Los cambios de carácter químico y físico tras la aplicación de enmiendas alteran 
la microbiota del suelo a nivel poblacional y metabólico (Bastida et al., 2008b; 
Abubaker et al., 2013). Aunque realmente se trata de un sistema interrelacionado 
(Figura 3). 
La estructura de las poblaciones puede modificarse porque se promueve el 
crecimiento de algunos grupos microbianos, presentes ya en el suelo o introducidos 
con las enmiendas (Ros et al., 2003b; Jangid et al., 2008; Bastida et al., 2008b; Tejada 
et al., 2009). Por el contrario, también puede producirse la inhibición de algunos 
grupos microbianos debido al exceso de nutrientes, cambios en el pH, aumento de 
salinidad, presencia de metales pesados u otros contaminantes presentes en las 
enmiendas. Por regla general, en términos metabólicos se produce el incremento de 
varias características microbianas del suelo, como son la biomasa microbiana y la 
actividad metabólica (Anderson y Domsch, 1990; Campbell et al., 2003; Nannipieri et 
al., 2003; Diacono y Montemurro, 2010), así como modificaciones en el perfil 
metabólico de consumo de determinados sustratos por parte de las poblaciones del 
suelo (Fraç et al., 2012; Torres et al., 2015). Por lo tanto, los cambios microbianos que 
se producen en el suelo tras la aplicación de las enmiendas pueden ser indicativos, de 
manera indirecta, de alteraciones en el estado físico y químico y por este motivo su 
observación se realiza para la evaluación de la calidad del suelo (Anderson, 2003; 
Bastida et al., 2008c). 
Por otro lado, aunque el tratamiento de las enmiendas durante su producción 
reduce de forma significativa la presencia de bacterias patógenas, la eliminación de las 
mismas no está totalmente garantizada (Bonjoch y Blanch, 2009). De hecho, en suelos 
enmendados se ha detectado la presencia de coliformes fecales u otras bacterias de 
origen fecal (Epstein, 1998; Hargreaves et al., 2008; Rivière et al., 2009; Qiao et al., 
2013; Hong et al., 2013), las cuales pueden causar un riesgo a nivel sanitario y 
ambiental por ser patógenas o por ser potencialmente transmisoras de resistencias a 
antibióticos (Singh y Agrawal, 2008; Gondim-Porto, 2012; Frac et al., 2014; Riber et al., 
2014). De esta forma, con la aplicación de enmiendas orgánicas se podría modificar la 
microbiota natural del suelo por la introducción de microorganismos alóctonos, 
además de compuestos químicos tóxicos (como metales, detergentes, pesticidas o 
derivados farmacéuticos). Esto puede suponer un riesgo ambiental y sanitario en el 
suelo, ya que podrían proliferar microorganismos patógenos que pueden llegar a los 
cultivos o al agua además de producirse una alteración de la biodiversidad del suelo lo 
que conlleva efectos negativos en su funcionalidad y fertilidad. 
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Figura 3. Alteraciones producidas en el suelo tras la adición de enmiendas orgánicas. 
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1.3 ¿Cómo se puede determinar si la aplicación de 
enmiendas orgánicas es perjudicial para el suelo? 
Como hemos podido comprobar en los apartados anteriores, las alteraciones 
que se producen en el suelo (entre las que se encuentran las derivadas de la aplicación 
de enmiendas orgánicas) son beneficiosas o perjudiciales para el suelo en función de 
diversos parámetros medidos. Una perspectiva a partir de la cual se pueden 
contemplar estos parámetros es a través del estudio de la salud o de la calidad del 
suelo. A grandes rasgos, los términos de salud y calidad del suelo vienen a definir, con 
sus matices, la capacidad del suelo de realizar sus funciones. Estos términos pueden 
emplearse semánticamente de forma indistinta. No obstante, hemos preferido utilizar 
el término salud del suelo porque consideramos tiene un significado más amplio que 
engloba el uso del suelo en agricultura dentro de un contexto de preservación del 
ambiente. 
 
1.3.1 ¿Qué significa el término salud del suelo? 
Una de las definiciones más establecidas de salud del suelo en la literatura 
científica se refiere a “la capacidad que tiene un suelo vivo de desarrollar sus funciones 
de ecosistema, llevando a cabo fines agropecuarios de forma sostenible, manteniendo 
la calidad del aire y del agua y promoviendo, así, la salud de las plantas, animales y 
humanos” (Doran, 2002). Cuando el ecosistema del suelo se desequilibra y comienza a 
necesitar el aporte externo de nutrientes para la producción vegetal se produce una 
pérdida de su salud (Brussaard et al., 2004). Esta situación tiene lugar en diversas 
circunstancias: cuando se retira la cubierta vegetal del suelo, cuando se producen 
determinados eventos naturales (e.g. incendios), o cuando se emplean en el suelo 
técnicas de cultivo intensivas que provocan la pérdida de nutrientes (Diacono y 
Montemurro, 2010). En esta línea, el suelo del clima mediterráneo se ha señalado 
como uno de los suelos más especialmente afectados (Siles et al., 2014). 
 
1.3.2 ¿Cómo podemos evaluar la salud del suelo? 
Para determinar el estado de la salud de un suelo es necesario analizar una 
serie de características o indicadores químicos, físicos y biológicos, que responden de 
forma diferente a las perturbaciones que sufre el suelo (Doran, 2002). La textura del 
suelo, la estabilidad de los agregados, la humedad y la porosidad son los indicadores 
físicos más utilizados, mientras que los indicadores químicos más empleados son los 
que determinan la cantidad de la materia orgánica, el carbono total, el nitrógeno total 
y algunos compuestos minerales (Idowu et al., 2008). Sin embargo, la información que 
proporcionan todos estos indicadores se encuentra incompleta sin la aportación de los 
indicadores de tipo biológico, que proporcionan una respuesta a veces más rápida y de 
mayor riqueza porque aportan información acerca de las funciones que se realizan en 
el suelo (Mijangos et al., 2006). En términos generales, desde un punto de vista 
puramente microbiológico, los tres tipos de indicadores pueden clasificarse en no 
microbianos y microbianos (Garbisu et al., 2011). Dentro de los primeros podríamos 
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incluir los químicos y físicos y algunos biológicos de carácter no microbiológico, 
basados en plantas o en animales, como la medición de la mesofauna 
(microartrópodos y nematodos) y macrofauna (macroartrópodos y anélidos). Los 
microbianos se dividen en indicadores de la cantidad de biomasa, como el carbono 
microbiano (Cmic) del suelo, la tasa respiración inducida a través de sustrato (SIR) o el 
nivel de ATP; e indicadores de la actividad microbiana, como la respiración basal (RB), 
el N degradable, la nitrificación potencial o la actividad de determinadas enzimas. Por 
último, se podrían mencionar los indicadores de diversidad microbiana o funcional, 
como la determinación de los perfiles metabólicos o CLPPs (community level 
physiological profiles) (Bhatia, 2008). 
 
1.3.3 Indicadores no microbianos 
1.3.3.1 Químicos 
Aunque el contenido de materia orgánica puede considerarse como un 
indicador de tipo biológico (Idowu et al., 2008), en nuestro caso lo hemos clasificado 
dentro de los químicos (Veum et al., 2014). Está considerada como un indicador muy 
útil, ya que tiene una presencia muy ubicua en el suelo y porque aporta información 
sobre la productividad del suelo y la estabilización física de su estructura (Lal, 2004b; 
Lal, 2006; Giacometti et al., 2013). Y se correlaciona de forma positiva con la fertilidad 
del suelo al influir directamente en el almacenamiento de otros nutrientes esenciales, 
como el N, la capacidad de retención del agua, y la estabilidad de los agregados 
(Bennett et al., 2010; Veum et al., 2014). 
Para completar el conjunto de indicadores químicos de la salud del suelo, 
Idowu y colaboradores realizaron una selección de componentes químicos también 
importantes en estos términos (Idowu et al., 2008). Entre ellos se pueden destacar el 
fósforo disponible y algunos metales (K, Cu, Fe, Mn y Zn). Por nuestra parte, también 
consideramos relevante la inclusión del estudio de algunos metales pesados y otros 
contaminantes orgánicos emergentes como, por ejemplo, derivados de la industria 
química o farmacéutica (plásticos, gomas, fragancias, hormonas, antibióticos,...) 
(Poggio et al., 2008; Clarke y Smith, 2011). 
La aplicación de enmiendas orgánicas en el suelo produce un incremento del 
carbono orgánico total, del nitrógeno y del fósforo disponible (Sharma et al., 2010; 
Katterer et al., 2014; Aparna et al., 2014). Este incremento de materia orgánica, 
además de a nivel químico, provoca efectos a nivel físico y biológico, los cuales se 
encuentran interrelacionados (Diacono y Montemurro, 2010), por lo que su estudio es 
de extrema importancia en los suelos enmendados con residuos orgánicos. 
 
1.3.3.2 Indicadores físicos y físico-químicos. 
Generalmente, la determinación de estos indicadores tiene un coste bajo y se 
pueden medir de forma sencilla. Entre los indicadores que hemos clasificado como 
físicos, se encuentran la textura del suelo, la densidad aparente, la porosidad y la 
estabilidad de los agregados, que guardan relación con la consistencia del suelo. Estos 
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indicadores pueden correlacionarse con procesos hidrológicos como la escorrentía o la 
infiltración (Schoenholtz et al., 2000; Arshad y Martin, 2002; Sharma et al., 2010), por 
lo que a partir de sus valores se puede estimar el grado de erosión que puede sufrir el 
suelo analizado (Dexter, 2004). En general, los suelos que presentan una mayor 
estabilidad de su estructura cuentan con un mayor contenido de materia orgánica 
(Majumder et al., 2010; Bini et al., 2013), un grado elevado de macroporosidad, de 
permeabilidad frente al agua y al aire y con un óptimo desarrollo de las raíces 
vegetales en el suelo (Tejada et al., 2006). Estas condiciones favorecen la existencia de 
diferentes nichos biológicos, promoviendo la actividad de los microorganismos y el 
mantenimiento de su diversidad (Qin et al., 2010; Lagomarsino et al., 2012). 
Como indicador de tipo físico-químico de la salud del suelo, podemos 
considerar la determinación de la conductividad eléctrica (CE), que se encuentra 
relacionada con la salinidad del suelo. El incremento de este parámetro ha sido 
relacionado con un descenso de la productividad vegetal (Gupta y Abrol, 1990; Doran y 
Zeiss, 2000; Arshad y Martin, 2002; Eigenberg et al., 2002; Ferreras et al., 2006) y con 
alteraciones de la biomasa o de la estructura de las poblaciones microbianas del suelo 
(Pankhurst et al., 2001; Sardinha et al., 2003; Jorge-Mardomingo et al., 2013). Por otra 
parte, el pH del suelo también ha sido empleado como indicador en un elevado 
número de investigaciones, ya que su valor se encuentra muy relacionado con la 
distribución de los nutrientes en el suelo, la toxicidad de algunos compuestos, como 
los metales pesados (Schoenholtz et al., 2000; Arshad y Martin, 2002; Singh y Agrawal, 
2008), (de Santiago-Martín et al., 2013), e influye sobre la distribución de la microbiota 
del suelo de forma muy directa (Fierer y Jackson, 2006; Lauber et al., 2009). 
Las investigaciones de suelos tratados con enmiendas orgánicas señalan 
alteraciones de algunas de estas variables en el suelo como, por ejemplo, el descenso 
generalizado del pH, el aumento de la conductividad eléctrica y del grado de humedad 
medida en el suelo (Melero et al., 2006; González-Ubierna et al., 2012; Ge et al., 2013). 
Por otro lado, el incremento de la materia orgánica contribuye a la formación de 
agregados en el suelo y, por tanto, a la estabilidad de su estructura física (Bongiovanni 
y Lobartini, 2006; Tejada y González, 2007; Verchot et al., 2011). 
 
1.3.3.3 Indicadores biológicos (no microbianos) 
Cada vez se encuentra más extendido el uso de los indicadores biológicos para 
evaluar la salud del suelo debido a la importancia de los procesos biológicos en las 
funciones del suelo y la sensibilidad que muestran frente a las alteraciones del suelo 
como, por ejemplo, la aplicación de enmiendas orgánicas (Fliessbach et al., 2007; 
Creamer et al., 2014). El tipo de organismos que se puede utilizar es muy variado, pero 
habitualmente se usan invertebrados como los artrópodos y anélidos por su elevada 
diversidad en el suelo y proximidad a los microorganismos (Filip, 2002; Lavelle y Spain, 
2003). Los anélidos, como las lombrices de tierra, se consideran buenos indicadores 
biológicos de la salud del suelo por su capacidad de producir canales y mejorar la 
aireación y distribución de agua, además de por ser portadores de una microbiota 
característica. En el caso de los artrópodos, la mayoría de ellos desarrollan alguna fase 
de su ciclo vital en el suelo favoreciendo la circulación del aire y del agua, además de 
formar parte de la cadena trófica, lo que redunda en una mejor distribución de 
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nutrientes a lo largo del suelo aumentando su disponibilidad para los microorganismos 
(Coleman y Wall, 2015). 
 
 
Figura 4. Indicadores de la salud del suelo. 
 
1.3.4 Indicadores microbianos 
Los indicadores microbianos son de gran importancia porque miden con 
rapidez y sensibilidad el estado del suelo frente a distintos usos agrícolas y 
tratamientos (Fliessbach et al., 2007; García-Orenes et al., 2013). Esto es debido a que 
el valor de estos indicadores depende de otros previamente comentados, como el 
contenido de materia orgánica, el pH, la estructura física del suelo, o de otros aspectos 
ambientales, como la temperatura y la humedad (Arshad y Martin, 2002; Brockett et 
al., 2011). 
 
1.3.4.1 Indicadores de biomasa y actividad metabólica 
La medición de la biomasa microbiana y su actividad metabólica se ha 
empleado en un gran número de análisis del estado de suelos alterados por diferentes 
motivos, como la influencia de los factores climáticos, técnicas agrícolas o diferentes 
regímenes de fertilización (Pérez-Piqueres et al., 2006; Chapman et al., 2007; Singh y 
Agrawal, 2008; Li et al., 2008; Zhao et al., 2014). 
La biomasa microbiana del suelo constituye la parte de los microorganismos 
vivos presentes en él y se ha relacionado con distintos aspectos como las funciones de 
• Químicos: materia orgánica, cationes, fósforo disponible, metales 
pesados y contaminantes emergentes.
• Físicos y físico-químicos: textura del suelo, porosidad, estabilidad de 
los agregados, pH, conductividad eléctrica y humedad.
• Biológicos (no  microbianos): análisis de anélidos y artrópodos. 
• Indicadores de biomasa: FI, FE, SIR y ATP.
• Indicadores de actividad metabólica: Respiración basal o actividades 
enzimáticas concretas.
• Indicadores de diversidad funcional: análisis de CLPPs mediante 
sistemas EcoplateTM, multiSIR o MicroRespTM.
• Indicadores de diversidad microbiana:
– Fenotípicos: análisis de los fosfolípidos (PLFA).
– Genotípicos: extracción de DNA, amplificación del gen 16S (en el 
caso de bacterias) seguido de otras técnicas (Pirosecuenciación).   
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los microorganismos del suelo, la diversidad microbiana, la actividad enzimática, la 
descomposición de residuos orgánicos, los ciclos de los elementos, la solubilización de 
algunos nutrientes, la degradación de compuestos xenobióticos nocivos, la estructura 
del suelo, el almacenamiento de la materia orgánica y el control de patógenos de las 
plantas (Kaschuk et al., 2010). Existen tres métodos habituales para la determinación 
de este parámetro (Kandeler, 2015): 1) por el método fumigación-incubación (FI) en el 
que se compara el CO2 emitido en dos muestras del mismo suelo, una fumigada con 
cloroformo y otra no, (Jenkinson y Powlson, 1976), 2) por el método fumigación-
extracción (FE) en el que se compara el carbono microbiano extraído de dos muestras 
del mismo suelo, una fumigada con cloroformo y otra no, medido mediante oxidación 
con permanganato potásico (Vance et al., 1987) y 3) por determinación de la 
producción de CO2 en presencia de una solución de glucosa o extracto de levadura 
(Substrate induced respiration, SIR) (Anderson y Domsch, 1978; Fierer y Schimel, 2003) 
que se produce por la estimulación de la respiración de parte de la población viva del 
suelo. Estas son las técnicas más empleadas, aunque con la medición de ATP en el 
suelo también se puede estimar la biomasa (Jenkinson y Oades, 1979), además de ser 
también un indicador de la actividad de las poblaciones del suelo (Dilly, 2001). 
Dentro de la parte que se refiere a la actividad microbiana, se puede 
determinar la respiración basal del suelo (RB) (Bastida et al., 2008c; Creamer et al., 
2014) o las actividades metabólicas concretas frente a determinados sustratos 
(actividades enzimáticas). En el primero de estos procesos se mide la producción de 
CO2 debida a la respiración o mineralización de la materia orgánica presente en el 
suelo, la cual depende entre otros factores de su grado de complejidad y cantidad 
(Zhang et al., 2006). Así, la pérdida de materia orgánica del suelo, por ejemplo por 
deforestación, reduce el contenido en materia orgánica y, por tanto, la RB de sus 
poblaciones microbianas (Bastida et al., 2006). Por el contrario, en un suelo agrícola 
manejado de forma sostenible la actividad microbiana es mayor, favoreciéndose un 
aumento de su RB (Babujia et al., 2010). El segundo de estos indicadores en realidad 
consiste en la medición de un conjunto de actividades enzimáticas que sirven para 
indicar la salud del suelo cuando se observan variaciones en ellas (Nannipieri et al., 
2002; Taylor et al., 2002; Acosta-Martínez et al., 2007; Bowles et al., 2014). Las 
actividades enzimáticas de los microorganismos pueden proceder de enzimas 
constitutivas o adaptativas, relacionadas con la proliferación o con algunas reacciones 
concretas de los ciclos biogeoquímicos (Schimel y Bennett, 2004; Kandeler, 2015). Y 
también son capaces de indicar el tipo de actividad microbiana. Por ejemplo, la 
actividad de la catalasa y deshidrogenasa indicarían la actividad interna de los 
microorganismos porque son enzimas intracelulares, mientras que las enzimas 
hidrolasas (como la ureasa, proteasa, fosfatasa y glucosidasa, que son extracelulares) 
se emplean para conocer la cantidad y la calidad de la materia orgánica del suelo, ya 
que participan en sus procesos de degradación (Castaldi et al., 2008). En general, estas 
técnicas detectan un incremento de la biomasa y la actividad metabólica de las 
poblaciones microbianas del suelo tras la adición de las enmiendas debido al 
incremento en nutrientes (Singh y Agrawal, 2008; de Araujo et al., 2010) y son lo 
suficientemente sensibles como para aportar información acerca del tipo de enmienda 
utilizada y, además, de informar si ésta contiene algún compuesto tóxico que pudiera 
afectar a la microbiota del suelo (de Araujo et al., 2010; Tarrasón et al., 2010). 
47 
 
1.3.4.2 Indicadores de la diversidad funcional 
Este tipo de indicadores mide los perfiles de consumo de una serie de sustratos 
y su uso cada vez se encuentra más extendido porque aporta información sobre los 
procesos metabólicos que el suelo es capaz de desempeñar. Es de gran utilidad 
especialmente cuando no es posible obtener una información más precisa de las 
poblaciones, como su diversidad taxonómica (Kennedy y Smith, 1995; Sharma et al., 
2010; Kandeler, 2015). Teniendo en cuenta que el metabolismo microbiano es reflejo 
de la diversidad genética y los factores ambientales y ecológicos, los perfiles 
metabólicos son de gran utilidad para determinar el estado del suelo (Zak et al., 1994). 
Así, una de las formas de determinar la diversidad funcional es por medio de los 
perfiles metabólicos de consumo de una serie de sustratos orgánicos o CLPPs 
(Community-level physiological profiles) (Garland y Mills, 1991), puesto que el 
metabolismo de los sustratos de carbono es fundamental para el desarrollo de las 
funciones ecológicas que realizan los microorganismos en el suelo (Campbell et al., 
2008; Lerch et al., 2013). Existen diferentes dispositivos comerciales para la medición 
de CLPPs. El método original fue desarrollado por Garland como Biolog plate, que 
consistió en un ensayo miniaturizado de la degradación por oxidación de 95 sustratos 
de carbono donde se produce la reducción de un compuesto que da color en el medio 
de cultivo (Garland y Mills, 1991). La selección de los sustratos de carbono utilizados se 
basó en aquellos presentes de forma habitual en el suelo, perfeccionándose más tarde 
con nuevos sustratos de una mayor relevancia ecológica (Campbell et al., 1997). 
Posteriormente, se introdujeron mejoras en estos sistemas, como por ejemplo en el 
sistema EcoplateTM, que disponía únicamente de 31 sustratos más específicos (Insam, 
1997). La principal crítica a estos sistemas reside en que la actividad se mide 
únicamente en la fracción procedente de un extracto de suelo (Chapman et al., 2007). 
Además de estos sistemas, otros se basan en la determinación del oxígeno consumido 
para la degradación de los distintos sustratos (Garland et al., 2003) y otros que, por el 
contrario, miden la cantidad de CO2 emitida en el mismo proceso. Dentro de estos 
últimos, Degens y colaboradores desarrollaron un método en el que se medía la 
respiración inducida por los sustratos (SIR) con muestras de suelo entero introducidas 
en botellas (multi-SIR) (Degens y Harris, 1997). Posteriormente, esta metodología fue 
miniaturizada en placas multipocillo por Campbell en el dispositivo MicrorespTM 
(Campbell et al., 2003). MicroRespTM ofrece un método rápido y sensible para la 
determinación de CLPPs en el suelo, por lo que se ha utilizado para diferentes tipos de 
suelos de cultivo, suelos contaminados, suelos tratados con distintas enmiendas o bajo 
distintas condiciones ambientales (Campbell et al., 2008; Oren y Steinberger, 2008; 
Berard et al., 2011; Berard et al., 2012; Wakelin et al., 2013; Berard et al., 2014). Con el 
uso de estas técnicas en los suelos tratados con enmiendas orgánicas no hay un único 
resultado y se ha comprobado la aparición tanto de un incremento de la diversidad 
catabólica (CLPP) (Fraç et al., 2012; Torres et al., 2015), como una disminución (Bastida 
et al., 2013). Sin embargo, las técnicas basadas en la medición de CLPPs son útiles para 
discriminar la presencia de diferentes enmiendas orgánicas en el suelo, así como para 
determinar el estado de su microbiota (Pérez-Piqueres et al., 2006; Cordovil et al., 
2011). 
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1.3.4.3 Indicadores de la diversidad microbiana 
La salud de un suelo puede ser evaluada analizando la estructura de las 
comunidades microbianas, dado que las variaciones de éstas son muy sensibles a los 
cambios producidos en el suelo como, por ejemplo, tras el uso de distintas técnicas 
agrícolas (Allison y Martiny, 2008; Rachid et al., 2013). Según Alkorta y colaboradores, 
las técnicas que analizan las comunidades microbianas se pueden clasificar en 
fenotípicas o genotípicas. Las primeras recogerían los indicadores comentados en el 
punto anterior, correspondientes a la funcionalidad de las poblaciones (CLPPs) y las 
actividades enzimáticas, y al estudio molecular de otras estructuras celulares 
(fosfolípidos), mientras que las segundas englobarían al conjunto de técnicas 
moleculares derivadas del estudio del material genético, que son independientes de 
cultivo (Alkorta et al., 2003). La principal razón que motiva el uso de estas técnicas 
moleculares radica en su mayor significación estadística ya que analiza un mayor 
número de datos de las poblaciones presentes en las muestras de suelo. En cambio, las 
técnicas dependientes de cultivo (fenotípicas) solamente son capaces de detectar una 
pequeña parte de la microbiota del suelo (cercana al 10 % en el caso de las bacterias), 
debido a la dificultad que existe a la hora de desarrollar condiciones de crecimiento 
apropiadas (Torsvik et al., 1998; Atlas y Bartha, 2002; Shokralla et al., 2012). 
Entre las técnicas moleculares podemos encontrar las que miden algunas 
estructuras celulares o las que se basan en la determinación del material genético 
presente en el suelo. En las primeras, una de las técnicas más empleadas es la que 
estudia la composición en ácidos grasos de los fosfolípidos de membranas celulares 
(phospholipid fatty acid analysis, PLFA) que es distinta en función del tipo de 
microorganismo, pudiéndose determinar de esta manera las proporciones existentes 
de cada uno de ellos entre los distintos tipos de comunidades microbianas y, de esta 
forma, conocer si se han producido alteraciones tras distintas condiciones. Esta técnica 
se ha empleado en el análisis del suelo bajo distintas condiciones ambientales 
(Frostegård et al., 1991; Bossio et al., 1998; Bailey et al., 2002; Normand et al., 2015), o 
por el uso de distintas enmiendas (Petersen et al., 2003; Bastida et al., 2008b; Nicolás 
et al., 2014). A pesar de la rapidez de esta técnica, el uso de la misma podría ser 
impreciso en algunos casos ya que la proporción de estos componentes de membrana 
es variable según las condiciones ambientales en las que se encuentren los 
microorganismos y su estatus fisiológico (Joux et al., 2015), por lo que se sugiere el 
empleo de otras técnicas con una mayor resolución, como aquellas basadas en el 
análisis del material genético (García-Orenes et al., 2013). 
Estas técnicas están basadas en el genotipo y más concretamente en el estudio 
de la metagenómica (Myrold et al., 2014). Para el estudio de las bacterias, muchas de 
ellas se encuentran basadas en la secuenciación del gen 16S bacteriano, cuyo análisis 
ha contribuido a grandes avances para el estudio de la biodiversidad y la ecología 
microbiana (Tringe et al., 2005; Elshahed et al., 2008; Bevivino et al., 2014). La 
amplificación de este gen seguida de distintos métodos, denominados de huella digital 
(fingerprinting), como DGGE/TGGE, T-RFLP, ARDRA, RISA (Kirk et al., 2004), o 
simplemente utilizando técnicas de secuenciación sencillas (Sanger) o de tipo masivo 
como la pirosecuenciación (Roesch et al., 2007; Hamady et al., 2008; Ros et al., 2011; 
Curiel Yuste et al., 2014), son de gran utilidad para conocer la composición de las 
comunidades microbianas en diferentes ambientes. Una de las ventajas de estas 
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técnicas es que se puede profundizar en todos los niveles taxonómicos de las 
poblaciones desde el nivel de filo bacteriano hasta el de especie. No obstante, el 
concepto de especie en microbiología es complicado de definir dada la gran 
variabilidad que tienen los microorganismos así como la existencia de procesos de 
transmisión horizontal de material genético entre diferentes organismos. Sin embargo, 
pese a la potencia de estas técnicas, éstas no deben de considerarse de forma única 
puesto que pueden presentar limitaciones (Ushio et al., 2014). Por ello, es necesario 
complementar la información obtenida entre diversas técnicas (Ge et al., 2013). 
Por lo tanto, la importancia de medir la salud del suelo por medio de 
indicadores microbianos moleculares es debida a la elevada proporción de información 
genética que nos proporciona (Bastida et al., 2008c), que se encuentra basada en un 
rango de 3000 a 11000 genes por gramo de suelo (Torsvik y Øvreås, 2002). Por esta 
razón, el incremento en el número de estudios que usan estos indicadores ha crecido 
de forma importante (Fierer et al., 2012b; Carbonetto et al., 2014). Como ya se ha 
comentado previamente, la diversidad microbiana es de gran importancia para que el 
suelo pueda llevar a cabo sus funciones. Por lo que con la información obtenida 
mediante estos indicadores microbianos genéticos podemos describir la diversidad 
taxonómica de las poblaciones presentes en el suelo, además de la diversidad 
funcional, por ejemplo mediante la determinación de genes que codifiquen enzimas 
involucradas en distintas funciones del suelo (Bastida et al., 2008c). 
En términos de diversidad microbiana, la adición de enmiendas en el suelo 
provoca distintos efectos. La mayor parte de los estudios señala un incremento de la 
diversidad, tanto taxonómica como funcional, debido a la adición externa de una 
mezcla de compuestos orgánicos (Farrell et al., 2010; Thuy et al., 2014; Zhen et al., 
2014). Sin embargo, en algunos casos también puede producirse una disminución de la 
misma (Chaudhry et al., 2012), debida a diferentes aspectos relacionados 
directamente con las enmiendas como, por ejemplo, el contenido en metales pesados 
(Gans et al., 2005), o bien, a cambios físico-químicos como la modificación del pH 
(Fierer y Jackson, 2006). Otra razón, ahora microbiológica, podría ser la sustitución 
temporal de las poblaciones nativas del suelo por parte de las poblaciones añadidas 
por las enmiendas en grandes cantidades (Gondim-Porto, 2012). 
A partir de un ensayo previo en el que se evaluó el efecto de distintas 
cantidades de lodos de depuradora en el mismo tipo de suelo agrícola (Gondim-Porto, 
2012), mediante el análisis presente hemos pretendido ampliar el estudio de la 
evaluación de los efectos sobre la salud del suelo tras la aplicación de una cantidad 
elevada de basura compostada y de lodos de depuradora (160 Mg ha-1). La razón de 
utilizar esta cantidad se debe a que los agricultores emplean cantidades elevadas a 
veces durante años consecutivos. Nosotros hemos preferido realizar la aplicación en 
una sola vez, analizando su evolución sin ninguna otra manipulación durante 30 meses, 
de tal manera que la cantidad anual total aplicada fuese muy similar a la que se utiliza 
en agricultura de manera habitual. En este trabajo hemos pretendido describir cómo 
se afecta la salud del suelo mediante marcadores microbianos (fisiológicos, de 
actividad microbiana y de diversidad funcional y taxonómica) medidos de forma 
trimestral a lo largo de, al menos, 24 meses, de tal manera que nos permitiera sugerir 
qué tipo de enmienda es más favorable para el suelo desde el punto de vista 
ambiental. 
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1.4 Objetivos generales 
 Evaluar el impacto de diferentes enmiendas orgánicas en un suelo agrícola bajo 
clima mediterráneo mediante el estudio de 1) la biomasa y la respiración 
microbiana, 2) los perfiles metabólicos de las poblaciones microbianas y 3) los 
perfiles taxonómicos. 
 Describir marcadores metabólicos y taxonómicos que definan las alteraciones 
microbianas que se producen en un suelo enmendado. 
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Capítulo II 
2 Análisis fisiológico de la microbiota de 
suelos agrícolas enmendados con altas 
dosis de enmiendas orgánicas 
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2.1 Resumen 
La aplicación de residuos orgánicos en el suelo se realiza principalmente por dos 
razones: para eliminar la gran cantidad de residuos orgánicos generados en las urbes y 
para mejorar las características del suelo mediante un aumento de su cantidad de materia 
orgánica. No obstante, su aplicación provoca cambios en la composición química y en el 
estado físico del suelo, que se reflejan en la aparición de cambios en la microbiota 
presente en el mismo. En este sentido, algunas variables fisiológicas de las poblaciones 
microbianas del suelo, como la respiración basal (RB) y la biomasa, son útiles para evaluar 
el estado microbiano de un suelo tratado con estos residuos. Por regla general, se produce 
un incremento del valor de estas variables, el cual indica una potenciación de la actividad 
microbiana del suelo y, por tanto, de su funcionalidad. Sin embargo, también se pueden 
producir aspectos negativos como una liberación excesiva del carbono a la atmósfera en 
forma de CO2 o alteraciones de la biomasa microbiana, que pueden persistir durante años. 
Es por ello, que consideramos que la monitorización de estos parámetros en el suelo 
constituye un enfoque apropiado para evaluar el impacto a largo plazo de diferentes 
enmiendas orgánicas sobre la microbiota de los suelos agrícolas. 
En el presente análisis se ha determinado la RB y la biomasa microbiana de suelos 
agrícolas tratados con elevadas dosis (160 Mg ha-1) de diferentes residuos orgánicos: 
basura compostada (suelo B) y lodos de depuradora aerobio (suelo A) y anaerobio (suelo 
N). Los muestreos se realizaron trimestralmente a lo largo de dos años en el caso de los 
suelos A y N, y dos años y medio en el del suelo B. Para medir estos parámetros 
microbiológicos se ha utilizado una adaptación del sistema comercial MicroRespTM, que 
permite la evaluación de gran cantidad de muestras en un formato de multipocillo. 
La RB del suelo se incrementó durante el primer año, especialmente en los 
primeros muestreos de todos los suelos enmendados. Durante el segundo año de ensayo, 
la RB del suelo se mantuvo elevada en los suelos enmendados con lodos de depuradora 
pero disminuyó en el suelo B, alcanzando valores próximos a los del suelo control. La 
distinta composición química de las enmiendas podría ser la responsable de estas 
diferencias, puesto que los valores de RB dependieron fundamentalmente de la fracción 
más lábil del carbono añadido. Por otra parte, la biomasa microbiana se incrementó y fue 
superior a la del suelo control en la mayor parte de los suelos tratados con enmiendas a lo 
largo de todo el análisis, en este caso debido a un aumento generalizado de la cantidad de 
materia orgánica. A pesar de que las enmiendas ejercieron un papel importante en el 
desarrollo de estos cambios, sobre todo en los primeros muestreos, la influencia de los 
factores climáticos como la humedad y la temperatura también fue relevante. 
Del análisis de los valores del cociente metabólico (qCO2, relación de la actividad 
respiratoria por unidad de biomasa) podemos concluir que las poblaciones microbianas de 
los suelos A y N permanecieron alteradas incluso 2 años después de la aplicación de las 
enmiendas, indicando que no se encontraban completamente adaptadas. Sin embargo, las 
poblaciones del suelo B adquirieron una estabilidad similar a la del suelo control 
caracterizada por valores bajos de qCO2, lo que indica que las enmiendas compostadas 
afectan durante menos tiempo la actividad metabólica de las poblaciones microbianas del 
suelo, disminuyendo la producción de gases de efecto invernadero, pero sin dejar de 
incrementar la cantidad de materia orgánica. 
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2.2 Introducción 
La utilización de residuos orgánicos procedentes de áreas urbanas para mejorar 
las condiciones del suelo constituye una práctica muy extendida en agricultura que 
ayuda a resolver el problema del incremento constante de la cantidad de residuos 
producidos en las ciudades. Esta adición provoca la modificación de muchas 
características del suelo (Diacono y Montemurro, 2010) como, por ejemplo, la 
estabilidad de los agregados, el pH y otros factores físico-químicos, así como la 
composición en materia orgánica y otros nutrientes que, finalmente, influyen sobre la 
biomasa microbiana y su actividad (Enwall et al., 2007; Franco-Otero et al., 2012; 
Nicolás et al., 2014), especialmente si estas enmiendas son aplicadas a dosis elevadas. 
En términos ambientales y agrícolas, el incremento de la actividad de los 
microorganismos tras la adición de las enmiendas promueve la liberación de 
compuestos que mejoran el desarrollo de la vegetación y la formación de agregados en 
el suelo (de Araujo et al., 2010; Thangarajan et al., 2013; Nicolás et al., 2014). 
Gran parte de las investigaciones indican que la adición de enmiendas 
orgánicas con un alto contenido en nutrientes lábiles promueve el incremento de la 
actividad microbiana. Ésta puede ser determinada por medio de la medición de la 
respiración basal (RB), la cual se incrementa inmediatamente como respuesta a la 
adición de compuestos de fácil degradación, proceso conocido como efecto activador 
o priming effect (Kuzyakov et al., 2000; Blagodatskaya y Kuzyakov, 2008). De esta 
manera, el grado de complejidad química de las sustancias (lábiles o recalcitrantes) de 
las enmiendas orgánicas influye directamente sobre la actividad de los 
microorganismos del suelo (Tarrasón et al., 2010). En este sentido, la presencia de 
compuestos de carbono lábiles provoca una mineralización más rápida (Marschner et 
al., 2003; Saviozzi et al., 2014), mientras que la degradación de compuestos de 
carácter químico más complejo provoca una mineralización más lenta al metabolizarse 
en plazos de tiempo más largos (Zhao et al., 2008). 
Además del incremento de la RB, la aplicación de enmiendas orgánicas provoca 
el incremento de la biomasa microbiana (Watson et al., 2002; de Araujo et al., 2010; 
Diacono y Montemurro, 2010; Sciubba et al., 2014). Este incremento se encuentra 
relacionado con la disponibilidad de nutrientes en el suelo, debido a que las 
poblaciones microbianas son capaces de utilizarlos para su crecimiento (Pavan et al., 
2005). Por otro lado, diversos autores sugieren que parte del incremento de la 
biomasa microbiana también se debe a la adición de los propios microorganismos 
presentes en las propias enmiendas (García-Gil et al., 2000; Ros et al., 2006a). 
La determinación de la RB se fundamenta en la medición del CO2 emitido por 
parte de los microorganismos del suelo. De forma similar, la biomasa se puede 
determinar estimulando la respiración del suelo mediante la adición de una solución 
de glucosa o de extracto de levadura (substrate induced respiration, SIR). Ambos se 
tratan de métodos fisiológicos habituales en este campo (Anderson y Domsch, 1978; 
West y Sparling, 1986; Fierer et al., 2003; Berard et al., 2011) que presentan ventajas 
como su sencillez, rapidez y bajo coste (Kandeler, 2015). Además, la medición de la 
respiración basal (RB) y de la biomasa microbiana del suelo tras la aplicación de 
enmiendas orgánicas se utiliza habitualmente para evaluar el estado de la microbiota 
del suelo (Ros et al., 2006b; Bastida et al., 2008b; Sciubba et al., 2014). La mayor parte 
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de los estudios realizados coinciden en que se produce un incremento del valor de 
dichas variables, que puede observarse durante periodos largos de tiempo (Bastida et 
al., 2008a; Gondim-Porto, 2012), y que ha sido siempre considerado como un signo 
positivo de la salud del suelo (Diacono y Montemurro, 2010). 
Sin embargo, no siempre un incremento de la respiración y/o biomasa supone 
un efecto beneficioso, ni un síntoma de un estado saludable del suelo. 
Independientemente de que la aplicación de enmiendas orgánicas mejore las 
características físicas y químicas del suelo (Lal, 2004a), la microbiota del suelo puede 
verse afectada por la presencia de sustancias tóxicas en los residuos orgánicos (Singh y 
Agrawal, 2008; Martínez-Blanco et al., 2013). Por ejemplo, los metales pesados u otros 
compuestos nocivos de las enmiendas podrían alterar los valores normales de 
respiración y de biomasa microbiana del suelo (Pavan et al., 2005; Jiménez et al., 2007; 
de Araujo et al., 2010; Li et al., 2013). En este sentido, la observación de algunos 
índices fisiológicos, como el cociente metabólico (qCO2), que relacionan ambas 
variables, puede ser una manera útil de abordar el impacto causado sobre las 
poblaciones microbianas (Anderson y Domsch, 2010). De hecho, su uso se encuentra 
muy extendido en este tipo de estudios (Jorge-Mardomingo et al., 2013; Bran Nogueira 
Cardoso et al., 2013; Mattana et al., 2014). Así, un incremento de la actividad 
respiratoria por unidad de biomasa (qCO2) suele ser interpretado en algunos casos 
como un síntoma de estrés de las poblaciones microbianas del suelo (Kayikcioglu, 
2013).  
Por lo tanto, la aplicación de enmiendas orgánicas en suelos agrícolas influye de 
forma positiva sobre las características del suelo, aunque a la luz de diversos trabajos 
la microbiota del suelo puede verse afectada de diferente manera en función del tipo y 
cantidad de enmienda aplicada. Por esta razón, consideramos que el estudio de las 
alteraciones fisiológicas, provocadas por la adición de altas dosis de distintas 
enmiendas orgánicas en la microbiota del suelo a través de la medición de la RB y de la 
biomasa microbiana, puede ayudar a esclarecer el impacto sanitario y ambiental de 
esta práctica agrícola. 
 
2.3 Objetivo específico 
 Evaluar el impacto fisiológico que se produce sobre las poblaciones 
microbianas del suelo derivado de la aplicación de diferentes enmiendas 
orgánicas (compostadas y sin compostar) mediante la determinación de la 
respiración basal (RB) y la biomasa microbiana y su evolución a lo largo del 
tiempo. 
  
56 
 
2.4 Materiales y métodos 
2.4.1 Características del suelo agrícola y de las enmiendas 
orgánicas 
A continuación se describen el suelo agrícola utilizado durante todo el trabajo y 
las enmiendas orgánicas que se aplicaron sobre el mismo. Estas enmiendas orgánicas 
fueron proporcionadas por una planta de gestión de residuos sólidos urbanos 
(basura compostada, BC) y por dos estaciones de depuración de aguas residuales 
(EDAR) (lodo aerobio, LAE; y lodo anaerobio, LANAE) durante los años 2009 y 2010. 
 
2.4.1.1 Área de estudio: localización y contexto edafológico 
El presente trabajo se llevó a cabo en unas parcelas agrícolas localizadas en el 
centro de experimentación agraria “La isla”, propiedad del Instituto Madrileño de 
Investigación y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA) de la Comunidad de 
Madrid en el municipio de Arganda del Rey (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Localización de las parcelas de estudio. 
Localización y disposición de las parcelas en la finca experimental “La isla” del IMIDRA 
situado a 40° 18´ 43´´ de latitud, 3° 26´ de longitud y 618 m de altitud. En la ampliación 
se muestra una fotografía de satélite de las parcelas agrícolas de experimentación. 
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El suelo de la finca experimental estaba compuesto de sedimentos cuaternarios 
de la cuenca del río Jarama. Estos sedimentos de origen aluvial dieron lugar a un 
Fluvisol calcáreo que en la actualidad presenta características propias de Antrosol (IUSS 
Working Group WRB, 2007), por tener una marcada influencia humana debido a su uso 
agrícola, a pesar de que llevaba más de 10 años sin utilizarse con estos fines. 
Morfológicamente se pudieron diferenciar tres horizontes, en primer lugar un 
horizonte antropopedogénico superficial (Ap) (0-40 cm) con propiedades análogas a 
un horizonte Anthragric, con un contenido en carbono orgánico próximo al 1 %, un pH 
moderadamente básico (pH=8), baja pedregosidad superficial y alta permeabilidad. En 
este primer horizonte es en el cual se tomaron las muestras (Tabla 1). Inmediatamente 
debajo de este horizonte, el suelo contenía un horizonte subsuperficial (AC) 
(40-105 cm) con una marcada compactación por el uso de maquinaria agrícola de 
manera intensiva, aunque también se apreció en la morfología cambios texturales de 
acumulación de arcillas. Por último, se distinguieron diversos horizontes de tipo C, 
entre los 105-200 cm, que se diferenciaron por cambios texturales de los materiales 
provenientes del transporte fluvial. 
 
 
 
Tabla 1. Textura del horizonte superficial del que se obtuvieron las muestras. 
Datos cedidos por el grupo del profesor Casermeiro del Departamento de Edafología 
de la Facultad de Farmacia (UCM). 
 
2.4.1.2 Enmiendas orgánicas: Basuras compostadas y lodos de 
depuradora 
Las enmiendas orgánicas constituyen un producto derivado del procesamiento 
de los principales residuos generados en las áreas urbanas. Tras diversos tratamientos, 
las basuras recogidas (residuos urbanos) son procesadas en instalaciones de gestión de 
residuos. Por otra parte, de la depuración de aguas urbanas en EDAR se obtienen los 
lodos. Las enmiendas utilizadas en este trabajo fueron: 
 Basura compostada (BC): residuos urbanos cuya fracción orgánica sufrió un 
proceso de compostaje. La enmienda procede del centro de compostaje del 
Parque Tecnológico de Valdemingómez, que procesa los residuos urbanos 
procedentes del municipio de Madrid. 
 Lodos generados por digestión aerobia (LAE): Tras el proceso de digestión se 
realiza un proceso de secado al aire. Este lodo proviene de la EDAR de Toledo 
(Castilla-La Mancha). 
 Lodos generados por digestión anaerobia (LANAE): Este lodo proviene de la 
EDAR de San Fernando de Henares (Madrid). 
La composición química de los residuos se muestra en la Tabla 2. 
Profundidad (cm) Arena fina (%) Limo (%) Arena (%) Arcilla (%) Clase textural 
0-20 7,8 41,3 23,6 27,3 Franco-arcilloso
20-40 1,5 29,1 41,1 28,1 Franco-arcilloso
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Tabla 2. Composición química de las enmiendas orgánicas. 
Basura compostada (BC); lodo obtenido por digestión aerobia (LAE) y anaerobia 
(LANAE); Parámetros físicos y químicos: conductividad eléctrica (CE), carbono 
orgánico total (TOC), fracción de carbono lábil 1 (Lp1), fracción de carbono lábil 2 
(Lp2), fracción de carbono recalcitrante (R), nitrógeno total (NT), dato no disponible 
(nd). Estos datos fueron proporcionados por los suministradores respectivos de la 
enmiendas. Todos los datos de la tabla están referidos a peso seco de la enmienda. 
 
Los tres residuos mostraron un contenido en metales pesados por debajo de la 
concentración umbral establecida por la legislación para su utilización en agricultura 
(European Commission, 1986; BOE, 1990; European Commission, 2004). 
 
2.4.2 Diseño experimental 
Las enmiendas fueron recibidas y aplicadas en dos momentos distintos del año 
(como se detalla más adelante) realizándose el primer muestreo una semana después 
de ser adicionadas. Se decidió aplicar una concentración elevada (160 Mg ha-1) al igual 
que en otras investigaciones realizadas por nuestro grupo de investigación (Gondim-
Porto y Navarro-García, 2010; Gondim-Porto, 2012; González-Ubierna et al., 2012; 
Jorge-Mardomingo, 2014). 
 
2.4.2.1 Distribución de las parcelas, nomenclatura, calendario y datos 
climáticos de los muestreos 
Las enmiendas orgánicas se depositaron en parcelas de 15 x 5 m a una 
concentración de 160 Mg ha-1, en dos momentos concretos: noviembre de 2009 para 
el caso de la basura compostada (BC) y mayo de 2010 para los lodos de depuradora 
(LAE y LANAE). Además de las parcelas con enmiendas (suelos B, A y N, 
BC LAE LANAE BC LAE LANAE
Peso seco (%) 33,9 23,2 22,1 P (g kg-1) 3,7 7,4 15,3
pH 6,5 8,2 7,7 K (g kg-1) 4,7 5,4 4,4
CE (dS m-1) 15,8 1,5 1,4  Ca (g kg-1) 41 35 50
TOC (g kg-1) 195,3 344,9 249,9  Mg (g kg-1) 5,1 3 4,8
Lp1 (%C) 4,5 6,9 3,8   Fe (g kg
-1) 5,1 4 6,1
Lp2 (% C) 4,3 9,5 3,6  Cd (mg kg
-1) 0,89 0,78 2
R (%C) 7,04 8,5 6,3  Cr (mg kg-1) 108 17 71
CO3
2- (%) 5,9 1,3 4,1 Cu (mg kg-1) 231 91 232
NT (g kg
-1) 19,1 42,01 46,01  Hg (mg kg-1) 1,4 0,1 5
NH4+-N (mg kg-1) 0,16 2,2 2,1 Ni (mg kg-1) 7 21 35
NO3
--N  (mg kg-1) 0,05 nd nd  Pb (mg kg-1) 132 28 265
C/N 10,2 8,2 5,4 Zn (mg kg-1) 433 237 1296
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respectivamente para cada enmienda) se incluyó una parcela control (suelo S) en la 
que se realizaron los mismos análisis que en las parcelas de suelos enmendados 
(Figura 6). Este esquema básico de 4 tipos de parcelas se realizó por triplicado. Las 
parcelas se distanciaron de las adyacentes (5 o 10 m) para evitar posibles influencias o 
contaminaciones cruzadas. Las enmiendas se mezclaron con el horizonte superficial 
mediante el uso de un motocultor dejando transcurrir una semana hasta que se realizó 
el primero de los muestreos, el cual se llevó a cabo el 1 de diciembre de 2009 para las 
parcelas de S0 y B0 (Tabla 3) o el 10 de mayo de 2010 para las parcelas de A0 y N0. 
Desde el momento de la aplicación de las enmiendas no se realizó ninguna actividad 
agrícola, ni de mantenimiento ni de regadío. En las estaciones de primavera y verano 
se observó el crecimiento de vegetación silvestre sin destacarse grandes diferencias 
entre unas parcelas y otras. 
 
 
 
Figura 6. Esquema de la distribución, dimensiones de las parcelas y nomenclatura de 
las mismas. 
Suelo control (S), suelo enmendado con basura compostada (suelos B), suelo 
enmendado con lodo aerobio (suelos A) y suelo enmendado con lodo anaerobio 
(suelos N). En total 12 parcelas independientes. 
 
2.4.2.2 Recogida y pre-tratamiento de las muestras 
La recogida de muestras se realizó entre los meses de diciembre de 2009 y 
junio de 2012 tomándose las muestras cada 3 meses (Tabla 3), conforme a la 
metodología descrita por Paetz (Paetz y Wilke, 2005). Se utilizó una barrena 
ergonómica de la casa comercial Eijkelkamp, diseñada para la toma de muestras 
cilíndricas de suelo. En cada parcela se muestrearon tres puntos distintos de suelo 
(submuestras). Las tres submuestras cilíndricas se mezclaron en una bolsa estéril, 
distinta para cada parcela (réplica), y a continuación se almacenó en dos fracciones: 
una mayoritaria para los análisis metabólicos, en recipientes de análisis clínicos 
SB
5 m
15 m
10 m
5 m
B B BS S S
N NNA AA
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estériles de 2 L, y una menor, para los análisis moleculares, en tubos estériles de tipo 
Falcon de 50 mL (Labolan, REF. 100489). En total, en cada muestreo, se recogieron 12 
recipientes de 2 L y 12 tubos Falcon, correspondientes a las 12 parcelas. 
En el laboratorio las muestras se almacenaron a distintas temperaturas. La 
parte de las muestras destinadas al análisis molecular (en tubos Falcon) se conservó 
a -80 °C hasta el momento de su análisis (descrito en el capítulo IV), mientras que la 
parte de destinada a los análisis metabólicos (envases de 2 L) se conservó a 4 °C. 
 
 
 
Tabla 3. Nomenclatura, fechas y datos ambientales de los días de muestreo. 
Suelo control (S0-S10), suelo tratado con LAE (A0-A8) y suelo tratado con LANAE (N0-
N8). Los muestreos marcados (*) registraron precipitaciones durante la semana previa 
a la toma de muestras. Los datos se obtuvieron de la propia estación meteorológica de 
la finca experimental (código 3195, dependiente de la AEMET). Para consultar los 
datos climatológicos completos véase ANEXO 1.  
 
Al final del estudio, se obtuvieron un total de 43 muestras correspondientes a 3 
muestras de enmienda, y 40 muestras de suelo. Las muestras de suelo se 
corresponden con un total de 11 de las parcelas de suelo control (S0-S10), 11 de las 
parcelas de suelos tratado con BC (B0-B10), 9 de las parcelas de lodos aerobios (A0-A8) 
y 9 de las parcelas con lodos anaerobios (N0-N8). Al existir 3 réplicas de cada tipo de 
suelo, se obtuvieron un total de 123 submuestras. 
 
2.4.3 Metodología para la medición de la respiración basal y de la 
biomasa microbiana 
Para la determinación de la respiración basal (RB) y de la biomasa microbiana 
se realizó una adaptación del sistema MicroRespTM, diseñado originalmente para la 
medición de CLPPs (Campbell et al., 2003). Para el caso de la RB se midió el CO2 
emitido por las muestras de suelo tras la adición de agua. Para la determinación de la 
S B A N Fecha Estación
Amplitud 
térmica 
(°C)
Temperatura 
media (°C)
Humedad 
atmosférica 
media (%)
Precipitación 
(mm)
S0 B0 - - 01/12/2009 Otoño 9,17 6,44 77,70 0,00*
S1 B1 - - 22/03/2010 Invierno 15,56 13,05 69,03 0,00*
S2 B2 A0 N0 10/05/2010 Primavera 9,09 12,88 77,40  1,60*
S3 B3 A1 N1 12/07/2010 Verano 15,81 29,11 32,09 0,00
S4 B4 A2 N2 18/10/2010 Otoño 17,63 8,70 56,61   0,00*
S5 B5 A3 N3 24/01/2011 Invierno 13,24 0,91 50,99 0,00
S6 B6 A4 N4 12/04/2011 Primavera 14,82 16,42 51,73 0,00
S7 B7 A5 N5 11/07/2011 Verano 24,64 25,63 34,26 0,00
S8 B8 A6 N6 10/10/2011 Otoño 22,02 17,83 43,92 0,00
S9 B9 A7 N7 19/12/2011 Invierno 14,45 1,64 78,80   0,00*
S10 B10 A8 N8 09/04/2012 Primavera 20,59 13,81 58,94   0,00*
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biomasa microbiana se midió el CO2 emitido por el suelo tras la adición de extracto de 
levadura, basándonos en la respiración inducida a partir de un sustrato (SIR) (Anderson 
y Domsch, 1978; Fierer et al., 2003). 
 
2.4.3.1 Tratamiento de las muestras para análisis metabólicos 
Las muestras de suelo fueron conservadas a 4 °C hasta el momento de su 
análisis. Antes del ensayo se tamizaron (2 mm) y se procedió a la eliminación de 
piedras y restos vegetales. A continuación, se determinó la humedad de la muestra de 
suelo y se procedió a su ajuste con agua (en los casos necesarios) hasta alcanzar un 
valor entre el 30-60 % de la capacidad de campo del suelo (WHC), tal y como 
recomienda el manual de MicroRespTM (Campbell et al., 2006). La razón básica de este 
ajuste reside en que las muestras no deben estar muy húmedas ya que se restringiría 
el intercambio gaseoso, pero tampoco han de estar muy secas ya que se vería afectada 
la actividad microbiana. 
Posteriormente, se estabilizó la muestra de suelo dentro de un recipiente 
sellado herméticamente a 24 °C durante un periodo de 48 horas. Las condiciones 
internas del recipiente se mantuvieron a una humedad constante, mediante la adición 
de agua en el recipiente para conseguir un ambiente húmedo, y con una atmósfera 
pobre en CO2 generada con la presencia de cal sodada (Soda lime, Sigma-Aldrich) que 
retiene la mayor parte del CO2 del ambiente. 
 
2.4.3.2 Fundamento del sistema Microresp™ 
Una vez estabilizadas las muestras como se indica previamente, se utilizó el 
sistema Microresp™ para la medición de la RB y de la biomasa microbiana. Este 
dispositivo captura el CO2 emitido por la muestra de suelo con una placa de detección 
multipocillo (96 pocillos). En el caso de la RB se añadió agua ultrapura para estimular la 
respiración y determinar el CO2 emitido sin la adición de otros sustratos distintos a los 
del suelo. Para determinar la biomasa microbiana se midió el CO2 emitido a partir de la 
inducción de la respiración a través de un sustrato complejo como es una solución de 
extracto de levadura (Substrate induced respiration, SIR) (Fierer et al., 2003). Tras 
4 horas de ensayo, el CO2 emitido, correspondiente al consumo de los sustratos 
presentes en el suelo (RB) o la solución de extracto de levadura (biomasa) añadida, se 
retuvo en la placa de detección que porta un gel indicador. El CO2 es producido por la 
respiración de una parte de los organismos del suelo, especialmente los que crecen 
más rápido, como es el caso de las bacterias. Cuando el CO2 emitido difunde a través 
del gel indicador lo acidifica, haciendo virar el color del indicador de pH de rojo a 
amarillo (Figura 7). Posteriormente se determina el cambio de color del indicador por 
medio de técnicas espectrofotométricas. 
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Figura 7. Esquema de la 
determinación de CO2 del 
sistema MicrorespTM.  
Detalle de uno de los pocillos 
de la placa de incubación. 
Modificado del manual 
(Campbell et al., 2006). 
 
2.4.3.3 Preparación de las placas de detección de CO2 
En cada placa de detección se distribuyó una mezcla alcalina en forma de gel 
compuesta por agar y un indicador de pH (rojo de cresol) (Figura 8). El gel indicador, 
previamente fundido, se dispensó manualmente con una pipeta multicanal en placas 
multipocillo (96 pocillos) de fondo plano (Nunc™ F96 Cert. Maxisorp. Nunc-inmuno 
plate). Tras la solidificación del gel indicador, las placas de detección se almacenaron 
en una caja hermética en presencia de cal sodada para atrapar el CO2, y de agua para 
mantener la humedad. Antes de su utilización se realizó un control de calidad de las 
mismas a simple vista y midiendo su absorbancia a 595 nm en un espectrofotómetro 
de placas de 96 pocillos (Model 680 microplate reader, Biorad). 
 
 
 
Figura 8. Composición del gel indicador y preparación de las placas de detección. 
Se utilizó la modificación del protocolo propuesta por (Lalor et al., 2007). 
 
 
 
Placa de detección
Concentración final 
en el pocillo
Rojo de cresol 20 µg mL-1
KCl 240 mM
NaHCO3 4 mM
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2.4.3.4 Preparación de las placas de ensayo 
Para la determinación de la biomasa microbiana se preparó una solución 
acuosa de extracto de levadura al 16 % que se esterilizó por calor húmedo en 
autoclave. Por otra parte, para el ensayo de RB se utilizó agua estéril ultrapura 
(Millipore). Cada líquido se dispensó en cada mitad de una placa (esterilizada) de 96 
pocillos con un volumen de 2 mL (Nunc™ U96 PP 2 mL; Deepwell Natural) a razón de 
56,25 µL en cada pocillo hasta completar la placa. El volumen de solución dispensado 
fue determinado en experimentos previos realizados en la puesta a punto de la técnica 
(Nadal, 2010). 
2.4.4 Medición de la respiración basal y de la biomasa microbiana 
del suelo 
Cada muestra de suelo fue incubada a 24 °C en una placa en la que se midió 
simultáneamente la respiración basal (RB) y la biomasa microbiana del suelo. La 
cantidad de CO2 emitida se determinó a partir de la diferencia de la densidad óptica a 
595 nm, por lo que se realizaron dos mediciones, a las 0 horas y 4 horas. Previamente, 
el sistema MicrorespTM fue cargado con las muestras de suelo, como se indica en el 
manual de instrucciones del sistema (Campbell et al., 2006), con la ayuda de un 
dispensador (incluido en el kit). En este caso, el suelo se distribuyó en 80 pocillos, 40 
para calcular la RB con agua y 40 para la biomasa con extracto de levadura. Los 16 
pocillos restantes correspondieron a los controles (agua y solución de extracto de 
levadura, respectivamente). La masa de suelo por pocillo se estimó por diferencia 
entre la placa vacía y la placa cargada dividiéndose, posteriormente, entre 80. Una vez 
medida la absorbancia inicial (0 h) de la placa de detección se colocó de forma 
invertida sobre la placa de ensayo, procediéndose al cierre del sistema MicroRespTM 
mediante una junta de goma y unos pestillos de seguridad para garantizar que no 
hubiese contaminación cruzada con los pocillos adyacentes e impedir la pérdida del 
CO2 (Figura 9). El sistema completo se incubó en una estufa durante 4 horas a una 
temperatura constante de 24 °C. El tiempo de incubación se determinó en ensayos 
previos realizados en la puesta a punto del método (Nadal, 2010). 
 
  
Figura 9. Dispositivo Microresp™. 
Partes del sistema (tomado de http://www.microresp.com/). 
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2.4.5 Tratamiento de los datos del sistema MicroRespTM 
Los datos de las absorbancias de la placa de detección, obtenidas al inicio 
(0 horas) y al final del tiempo de incubación (4 horas), fueron procesados como se 
indica en el manual de MicrorespTM (Expresión 1) (Campbell et al., 2006). 
 
1. Estandarización de las medidas de densidad óptica. 
 
 
 
2. Transformación de la absorbancia en %CO2 emitido. 
 
 
 
3. Transformación de % CO2 en tasa de producción de CO2. 
 
( 
             -            
   
         
  
    
    
  
  
 
                                          
 )/ 4h 
 
Expresión 1. Estandarización (1), transformación de las medidas de absorbancia (2), 
transformación del % CO2 en tasa de producción de CO2 (µg CO2-C/g/h) (3). 
 
 
 
 
 
 
 
At(4h) estand.= (At(4h)/At(0h)) x (promedio At(0h))
At(0h) estand.= (At(0h)/At(0h)) x (promedio At(0h))
At(0h)estand.: Lectura de la absorbancia del pocillo a t= 0 h.
At(4h)estand.: Lectura de la absorbancia del pocillo al finalizar la incubación t=4 h.
%CO2(i)= 0,0992 + (25,49 x (4,24 x 10
-6)Ai)
Donde Ai puede ser: At(0h) estand. o At(4h) estand.
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2.4.6 Conversión de los valores SIR-extracto de levadura en 
carbono microbiano (Cmic) 
La respuesta respiratoria (SIR) con la que se estimó la biomasa con MicroRespTM 
es proporcional a la cantidad de C microbiano (Cmic) presente en la muestra de suelo 
(Kandeler, 2015). De esta forma, los resultados de SIR-extracto de levadura pueden ser 
convertidos en biomasa de C microbiano aplicando el siguiente factor de conversión 
(Expresión 2), derivado de la calibración de SIR y la técnica de determinación de 
biomasa por fumigación con cloroformo descrita por Anderson (Anderson y Domsch, 
1978). 
 
 
Expresión 2. Transformación de SIR en carbono microbiano Cmic. 
 
2.4.7 Tratamientos estadísticos 
Los datos fueron procesados de forma rutinaria mediante Excel 2007 
(Microsoft). La normalidad de los datos fue contrastada con el test de 
Kolmogorov-Smirnov. Para comprobar la homocedasticidad de las muestras se aplicó la 
prueba de homogeneidad de varianzas de Levene (SPSS v19, IBM). La comparación de 
medias se realizó con la prueba T de Student para dos muestras, ANOVA de un factor 
para más de dos muestras y ANOVA de dos factores para evaluar la influencia de los 
factores que intervinieron sobre las diferencias (Prism 6, GraphPad software). Por regla 
general, en los casos en los que la interacción de los factores del ANOVA de dos 
factores fue significativa, se consideró como predominante aquel factor que explicó al 
menos el doble del porcentaje de la varianza del otro factor. El test post hoc de Tukey 
se utilizó para la obtención de subgrupos homogéneos con un nivel de confianza 
superior al 95 % (P<0,05) (SPSS). Para el análisis de correlaciones (ANEXO 4) se utilizó 
el coeficiente de correlación de Pearson r (Prism 6). 
  
Cmic= 40,04 SIR +0,37
Cmic: biomasa C (mg 100 g
-1 suelo) 
SIR: tasa de respiración (mL CO2  100 g
-1 suelo h-1)
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2.5 Resultados 
La RB y la biomasa microbiana fueron medidas en el suelo control (suelos S) y 
en los tres tipos de suelos enmendados (suelos B, A y N). Se analizaron un total de 11 
muestras de S; 11 de B; 9 de A y 9 de N, a lo largo de los años 2009 a 2012. 
 
2.5.1 Análisis de la respiración y biomasa del suelo B 
La aplicación de basura compostada (BC) en el suelo produjo un aumento de la 
respiración basal (RB). En la Figura 10.a se puede observar que los valores de RB del 
suelo tratado con BC (suelo B) fueron significativamente superiores a los del suelo 
control (suelo S), principalmente durante los muestreos del primer año (0-4). 
 
a
 
 
Figura 10. Respiración basal del 
suelo B.  
(a) Valores medios y tabla resumen 
del ANOVA de dos factores. 
(b) Ratio de la respiración basal 
(suelo B/suelo S). 
(a). Las barras representan la media de 
la respiración basal (n=3) con el error 
estándar medio (SEM). En color blanco, 
el suelo control, y en color azul el suelo 
tratado. Los símbolos ***, ** y *, 
representan el grado de significación de 
las diferencias entre suelos (P<0,001; 
P<0,01 y P<0,05, respectivamente), “ns” 
indica que no hubo diferencias 
significativas. La tabla integrada en (a) 
muestra los factores predominantes del 
ANOVA de dos factores (realizado a lo 
largo de 2, 4 y 11 muestreos). “T” indica 
si predominó el factor tratamiento y 
“M” si fue el factor muestreo. Cuando 
se representa con letra minúscula indica 
que existió una interacción significativa 
entre ambos factores y en mayúscula 
que no hubo interacción. (b). Los 
diferentes subconjuntos en los que se 
agrupan los muestreos (test post hoc 
Tukey) a partir del ANOVA de un factor 
se indican mediante letras diferentes 
sobre las barras. En el eje de abscisas se 
muestra el número de muestreo 
(tomado cada tres meses) y las letras, 
las estaciones del año. 
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Igualmente, la proporción de la alteración, estimada mediante el cálculo del 
cociente (ratio) de RB (suelos B/suelo S), mostró resultados similares, en los que se 
comprueba que la RB se incrementó de 4 a 6 veces en el suelo B a lo largo del primer 
año (muestreos del 0 al 4) (Figura 10.b). Sin embargo, a partir del segundo año la RB 
del suelo B alcanzó valores similares a los del suelo control (muestreos 5, 6 y 9) e 
incluso mostró valores inferiores (8 y 10) (Figura 10.a). Según indican los resultados 
obtenidos en el ANOVA de dos factores, el incremento de la RB coincidió con la 
influencia predominante que ejerció la BC (factor tratamiento) durante los primeros 
muestreos, ya que no mostró interacciones significativas con el factor muestreo 
durante el primer año (0-4). En cambio, a lo largo de todo el análisis (11 muestreos), la 
interacción de ambos factores (tratamiento y muestreo) fue significativa pero, dentro 
de esa interacción, el factor muestreo fue el más influyente (Figura 10.a). 
a
 
 
 
Figura 11. Biomasa microbiana del 
suelo B. 
(a) Valores medios y tabla resumen 
del ANOVA de dos factores. 
(b) Ratio de la biomasa microbiana 
(suelo B/suelo S). 
(a). Las barras representan la media de 
la respiración basal (n=3) con el error 
estándar medio (SEM). En color blanco, 
el suelo control, y en color naranja el 
suelo tratado. Los símbolos ***, ** y *, 
representan el grado de significación de 
las diferencias entre suelos (P<0,001; 
P<0,01 y P<0,05, respectivamente), 
“ns” indica que no hubo diferencias 
significativas. La tabla integrada en (a) 
muestra los factores predominantes del 
ANOVA de dos factores (realizado a lo 
largo de 2, 4 y 11 muestreos). “T” indica 
si predominó el factor tratamiento y 
“M” si fue el factor muestreo. Cuando 
se representa con letra minúscula 
indica que existió una interacción 
significativa entre ambos factores y en 
mayúscula que no hubo interacción. 
(b). Los diferentes subconjuntos en los 
que se agrupan los muestreos (test post 
hoc Tukey) a partir del ANOVA de un 
factor se indican con letras diferentes 
sobre las barras. En el eje de abscisas se 
muestra el número de muestreo 
(tomado cada tres meses) y las letras, 
las estaciones del año. 
b
 
 
La biomasa microbiana se incrementó de forma significativa en el suelo B 
(Figura 11.a y Figura 11.b). Este incremento se observó a lo largo de los 11 muestreos 
del análisis detectándose un ligero descenso a lo largo del tiempo. No obstante, la 
0
 (
O
)
1
 (
I)
2
 (
P
)
3
 (
V
)
4
 (
O
)
5
 (
I)
6
 (
P
)
7
 (
V
)
8
 (
O
)
9
 (
I)
1
0
 (
P
)
0
2
4
6
8
* * *
* * *
* * *
* * *
* *
* *
* *
* *
*
*
* *

g
 C
-C
O
2
g
 s
o
il
-1
h
-1
Número de muestreos 2 4 11
Biomasa microbiana T T t
0
 (
O
)
1
 (
I)
2
 (
P
)
3
 (
V
)
4
 (
O
)
5
 (
I)
6
 (
P
)
7
 (
V
)
8
 (
O
)
9
 (
I)
1
0
 (
P
)
2
4
6
8
n s
R
a
ti
o
 b
io
m
a
s
a
 (
B
/S
)
68 
 
proporción del incremento fue similar en todos los muestreos (Figura 11.b), lo que 
significa que la biomasa microbiana del suelo control también sufrió un descenso 
similar al de la biomasa del suelo B. Los resultados del ANOVA de dos factores 
destacan que el factor predominante fue el tratamiento (Figura 11.a). De hecho, en la 
determinación realizada durante los primeros 4 muestreos la interacción no fue 
significativa (letra mayúscula). En cambio, a lo largo de los 11 muestreos se comprobó 
que la interacción con el factor muestreo fue más influyente que en los anteriores, 
pero siempre menor que la contribución del factor tratamiento (letra minúscula) 
(Figura 11.a). 
2.5.2 Análisis de la respiración y biomasa del suelo A 
La adición de lodo aerobio (LAE) en el suelo también provocó que la RB se 
incrementara de forma significativa a lo largo de todos los muestreos respecto del 
suelo control, como se muestra en la Figura 12.a. Una semana después de añadirse 
LAE (muestreo 0) se pudo observar el valor más elevado de RB, que fue descendiendo 
progresivamente hacia el final del experimento, aunque siempre con valores 
superiores a los del suelo control. 
a 
 
 
 
Figura 12. Respiración basal del 
suelo A. 
(a) Valores medios y tabla 
resumen del ANOVA de dos 
factores. 
(b) Ratio de la respiración basal 
(suelo A / suelo S). 
La interpretación de esta figura se 
realiza tal y como se explica en la 
Figura 10. 
b 
 
 
Cuando se compara la RB del suelo control con la del suelo A (Figura 12.b), los 
valores de RB de este último se incrementaron entre 3 y 4 veces sobre los del suelo 
control durante el primer año. Incluso, aunque las proporciones fueron disminuyendo 
desde el comienzo del segundo año hasta el final, la RB del suelo A todavía duplicaba a 
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la del suelo control (muestreos 4-8). Los resultados del ANOVA de dos factores, 
indicaron que aunque la interacción de los dos factores fue significativa (letra 
minúscula), el factor tratamiento fue el más relevante a la hora de explicar el 
incremento de la RB en las muestras de suelo tratadas con LAE (Figura 12.a). De esta 
forma, podemos decir que la aplicación de LAE en el suelo incrementó su RB en mayor 
medida en los primeros muestreos y disminuyó progresivamente a lo largo de los dos 
años de ensayo. 
Además de la RB, la biomasa microbiana se incrementó de forma significativa 
cuando se aplicó LAE en el suelo, aunque en los muestreos 5 y 6 la diferencia de 
biomasa entre el suelo A y el suelo control no fuese significativa (Figura 13.a). En el 
primer muestreo de suelo A (muestreo 0) se observa que la biomasa alcanzó su mayor 
valor, disminuyendo posteriormente. Sin embargo, si observamos las ratios, el 
incremento relativo de la biomasa microbiana fue mucho mayor en el muestreo 7 
(invierno), mientras que en el resto de los muestreos la ratio A/S fue más moderada 
(Figura 13.b). 
a 
 
 
 
Figura 13. Biomasa microbiana del 
suelo A. 
(a) Valores medios y tabla 
resumen del ANOVA de dos 
factores. 
(b) Ratio de la biomasa microbiana 
(suelo A/ suelo S) 
La interpretación de esta figura se 
realiza tal y como se explica en la 
Figura 11. 
b 
 
El ANOVA de dos factores reveló que el incremento de la biomasa microbiana 
estuvo influido por la interacción significativa del tratamiento y el factor muestreo, 
aunque el factor tratamiento manifestó una influencia mayor (Figura 13.a). 
En este tipo de suelo tratado (A) la RB disminuyó levemente y de forma 
progresiva a lo largo del ensayo aunque siempre fue superior a la del suelo control. Por 
el contrario, la biomasa microbiana exhibió un comportamiento más inestable, aunque 
superó entre 2 y 4 veces a la del suelo control en la mayor parte de ellos. 
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2.5.3 Análisis de la respiración y biomasa del suelo N 
La adición de lodo anaerobio (LANAE) en el suelo provocó un incremento 
significativo de la respiración basal (RB) que se registró en todos los muestreos, 
excepto en los muestreos 7 y 8 (invierno y primavera) donde no se hallaron diferencias 
significativas (Figura 14.a). Como también sucedió en el suelo A, el mayor valor de RB 
respecto del suelo control se produjo en el primer muestreo (0), seguido de un 
descenso en el siguiente (1). El resto de los muestreos presentaron una relación similar 
a este último, hasta los últimos dos muestreos (7 y 8) en los que no hay diferencias 
significativas con el suelo control. Los valores de las ratios N/S (Figura 14.b) mostraron 
incrementos de 2 a 4 veces más elevados en los muestreos del 0 al 6 del suelo tratado, 
observándose una dinámica similar a la mostrada en la Figura 14.a. Este incremento 
mantenido en el tiempo se encontró influido por la interacción de los dos factores 
estudiados, aunque el factor tratamiento mostró una influencia mayor a lo largo de 
todos los muestreos, como se puede interpretar a partir de los resultados del ANOVA 
de dos factores (Figura 14.a). 
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Figura 14. Respiración basal del 
suelo N. 
(a) Valores medios y tabla 
resumen del ANOVA de dos 
factores. 
(b) Ratio de la respiración basal 
(suelo N/ suelo S). 
La interpretación de esta figura se 
realiza tal y como se explica en la 
Figura 10. 
b 
 
 
  
0
 (
P
)
1
 (
V
)
2
 (
O
)
3
 (
I)
4
 (
P
)
5
 (
V
)
6
 (
O
)
7
 (
I)
8
 (
P
)
0 .0
0 .5
1 .0
1 .5
2 .0
2 .5
* * *
* * *
n s* *
*
n s
* * *
* * *
* * *

g
 C
-C
O
2
g
 s
o
il
-1
h
-1
Número de muestreos 2 4 9
Respiración basal t t t
0
 (
P
)
1
 (
V
)
2
 (
O
)
3
 (
I)
4
 (
P
)
5
 (
V
)
6
 (
O
)
7
 (
I)
8
 (
P
)
1
2
3
4
5
6
R
a
ti
o
 R
B
 (
N
/S
)
A
C
A B
B
71 
 
La biomasa microbiana se mantuvo elevada a lo largo de todos los muestreos 
del suelo N. En el muestreo 0 la biomasa alcanzó su mayor valor, observándose en los 
siguientes muestreos un descenso progresivo, hasta no apreciarse ninguna diferencia 
en el último de ellos (8) (Figura 15.a). La biomasa microbiana del suelo control también 
fue disminuyendo, como se puede comprobar en el análisis de las ratios (N/S), las 
cuales no mostraron diferencias significativas entre sí, lo que significa que la diferencia 
respecto del suelo control se mantuvo constante (sin diferencias significativas) a lo 
largo de todo el análisis (Figura 15.b). La biomasa microbiana, al igual que la RB, 
también estuvo influida por la interacción significativa de los dos factores analizados, 
aunque el factor tratamiento exhibió una mayor influencia en el análisis del ANOVA de 
dos factores (Figura 15.a). 
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Figura 15. Biomasa microbiana 
del suelo N. 
(a) Valores medios y tabla 
resumen del ANOVA de dos 
factores. 
(b) Ratio de la biomasa 
microbiana (suelo A/ suelo S). 
La interpretación de esta figura 
se realiza tal y como se explica 
en la Figura 11. 
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2.5.4 Evolución de la respiración basal y de la biomasa 
La respiración basal y la biomasa microbiana se incrementaron tras la aplicación 
de los residuos orgánicos. La enmienda que produjo un mayor impacto tras su 
aplicación en el suelo fue LANAE, seguida de LAE, ya que mostraron los valores de RB y 
de biomasa microbiana más elevados (Figura 16). Pese al incremento generalizado, en 
el suelo B se produjo un incremento muy notable de la RB (superior al inicial) de forma 
tardía (muestreo 3), coincidiendo con el primer verano, en cambio, en los suelos A y N 
se registró un descenso con respecto a sus muestreos iniciales (Figura 16.a y b). Como 
se ha comentado, en el segundo año de muestreo de todos los suelos tratados algunas 
diferencias de RB no fueron significativas con respecto al suelo control, registrándose 
un descenso de los valores que coincidió con una disminución del efecto del 
tratamiento en el suelo (ANOVAs de dos factores). Esta disminución generalizada de la 
RB también se puede observar en la Figura 16.a y b. 
En los suelos tratados con lodos, A y N, existe una tendencia similar entre los 
valores de RB durante los primeros muestreos (muestreos 0, 1 y 2), posiblemente 
debido al efecto de la enmienda recién aplicada (Figura 16.a). Por otro lado, también 
se observó una tendencia similar de los valores de las ratios de la biomasa microbiana 
de los primeros muestreos de los suelos tratados B y A (cuyas enmiendas fueron 
aplicadas en momentos diferentes) (Figura 16.c). Por lo tanto, independientemente de 
la enmienda aplicada y del momento en el que se aplicó, en los muestreos iniciales se 
podrían interpretar comportamientos similares en los valores de la respiración y de la 
biomasa del suelo. Por el contrario, si se tiene en cuenta el momento de la adición de 
las enmiendas (Figura 16.b y d), se puede comprobar que la RB mostró patrones 
similares en los últimos muestreos de los suelos B y N (Figura 16.b). Por otra parte, los 
valores de la biomasa microbiana de todos los suelos tratados (B, A y N) mostraron una 
evolución similar en los últimos muestreos, observándose un incremento relativo de la 
biomasa en los muestreos de invierno de los suelos tratados (Figura 16.d). 
Mediante este análisis se observa que al comienzo del ensayo el factor 
tratamiento tuvo un efecto predominante sobre algunos de los suelos tratados (Figura 
16 a y c) y que, paulatinamente a lo largo del tiempo, la influencia del factor muestreo 
se incrementó de forma más evidente sobre la RB y la biomasa, como revelaron 
previamente los ANOVA de dos factores, y se puede observar en los últimos muestreos 
de cada suelo (Figura 16 b y d). La influencia inicial de la enmienda se puede destacar 
especialmente en el suelo B debido a que durante el primer año de análisis, en las 
mediciones de la RB y biomasa, se produjo un incremento influido de forma muy 
predominante por el factor tratamiento ya que no mostró interacción con el factor 
muestreo (la aplicación se realizó en los meses de invierno). En cambio, en los suelos A 
y N, cuya enmienda se aplicó en primavera, los valores de biomasa y RB estuvieron 
influidos por la interacción significativa entre ambos factores desde el comienzo. 
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a. Respiración basal. 
 
b. Respiración basal. 
 
c. Biomasa microbiana. 
 
d. Biomasa microbiana. 
 
Figura 16. Evolución de los valores de las ratios de respiración basal (a y b) y de la 
biomasa microbiana (c y d). 
En ordenadas se indica el valor de la ratio entre el suelo tratado (B, A y N) y el suelo 
control. Las gráficas a y c muestran la evolución de la ratio de la respiración basal y de 
la biomasa independientemente del momento en el que se aplicaron las enmiendas. 
Las gráficas b y d muestran la evolución de la ratio de la respiración y de la biomasa 
teniendo en cuenta cuándo se aplicaron las enmiendas. Aquellos marcadores que se 
muestran en rojo indican la existencia una evolución similar entre diferentes suelos 
tratados. La escala numérica en abscisas indica el número de muestreo en a y c, 
mientras que las letras en b y d indican las estaciones del año: otoño (O), invierno (a), 
primavera (P) y verano (V). 
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2.6 Discusión 
La respiración basal (RB) y la biomasa microbiana constituyen indicadores 
microbianos de gran utilidad para evaluar la calidad del suelo (Pérez-Piqueres et al., 
2006; Singh y Agrawal, 2008; Bastida et al., 2009; Garbisu et al., 2011). En nuestro 
trabajo, la aplicación de residuos orgánicos produjo un incremento de la cantidad de la 
materia orgánica del suelo, lo que provocó el incremento generalizado de la biomasa y 
de la actividad respiratoria de la microbiota, como destacan otros trabajos (Roig et al., 
2012; Franco-Otero et al., 2012). Este resultado fue observado en los tres suelos 
enmendados, independientemente de las características físico-químicas de las 
enmiendas o de la época del año en la que se añadieron. No obstante, el impacto 
(ratio suelo tratado/suelo control) causado en el suelo enmendado tuvo una magnitud 
y una duración distinta en función de cada enmienda, al igual que en otros estudios 
(Bastida et al., 2008b; Tarrasón et al., 2010). 
 
2.6.1 ¿Por qué se incrementa la respiración basal y la biomasa 
microbiana de los suelos enmendados? 
El incremento de la RB y de la biomasa se pudo observar fundamentalmente 
durante el primer año de análisis en todos suelos tratados, sin excepción. Este mismo 
resultado se ha comprobado en trabajos similares al nuestro, en los que también se 
han utilizado diferentes enmiendas orgánicas (compostadas y sin compostar) en suelos 
de clima mediterráneo (Fernández-Getino et al., 2012; Jorge-Mardomingo et al., 2013; 
Kayikcioglu, 2013; Nicolás et al., 2014) y también en suelos agrícolas de otros climas 
(Lambais y do Carmo, 2008; Singh y Agrawal, 2008; Kaschuk et al., 2010). En principio, 
se ha comprobado que generalmente este incremento sucede de una forma 
dependiente de la dosis aplicada (Sciubba et al., 2014). Sin embargo, en experimentos 
llevados a cabo previamente por nuestro grupo de investigación se describieron 
resultados distintos, en los que se comprobó que la biomasa disminuyó en los suelos 
tratados con mayores dosis, atribuyéndose este hecho a posibles efectos de toxicidad 
derivados de la aplicación de las enmiendas (Gondim-Porto, 2012). 
Tras el análisis de nuestros resultados, se podría pensar que la razón para 
justificar el incremento de estas variables se encontraría directamente relacionada con 
la adición de materia orgánica, con un alto contenido en nutrientes y en 
microorganismos exógenos. Sin embargo, también existen una serie de factores 
ambientales y edáficos capaces de influir en los valores de estas variables. 
 
2.6.1.1 Efectos debidos a los residuos orgánicos 
El primero de los motivos del incremento de las variables estudiadas se apoya 
en el hecho de que se adiciona al suelo una extraordinaria cantidad de compuestos de 
carbono fácilmente degradables. La presencia de estos compuestos fue capaz de 
estimular el incremento de la RB del suelo acelerando las tasas de respiración por 
parte de las poblaciones microbianas, como se ha sugerido previamente (Ros et al., 
2003a; Franco-Otero et al., 2012). Este suceso metabólico, en el que se potencian las 
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tasas de RB tras la adición de nutrientes químicamente lábiles, se denomina efecto de 
activación o priming effect (Kuzyakov et al., 2000; Fontaine et al., 2003) y su aparición 
se ha descrito en suelos donde se han aplicado residuos orgánicos (Jorge-Mardomingo 
et al., 2013; Sradnick et al., 2014). Microbiológicamente, se ha sugerido que las 
poblaciones que se encuentran detrás de este incremento de la respiración son 
poblaciones copiotrofas, que poseen una preferencia por consumir sustancias 
fácilmente degradables y cuya tasa de respiración por unidad de biomasa microbiana 
es elevada (Fierer et al., 2012a). En nuestro trabajo, las correlaciones significativas 
entre la RB y el carbono orgánico (r=0,47; P<0,01), o el carbono soluble (r=0,48; 
P<0,01), apoyan la existencia de una relación directa entre los nutrientes lábiles y la 
RB, como se ha descrito previamente (Burton et al., 2010). A este respecto, han sido 
publicados resultados muy similares en otros estudios con suelos enmendados 
(Marschner et al., 2003; Bastida et al., 2009). Independiente de la época del año en la 
que se aplicaron las enmiendas, la mayor proporción de carbono lábil aportado por los 
lodos LAE y LANAE con respecto a BC podría ser la razón para justificar que los suelos 
tratados con lodos tuviesen una RB mayor en los muestreos del primer año. El 
contenido de carbono lábil en los lodos de depuradora suele ser mayor debido a que 
en este caso no sufren un proceso de compostaje en su elaboración (Bastida et al., 
2012; Bolan et al., 2012). Por el contrario, los valores bajos de la RB en el suelo B 
durante la primera parte del ensayo podrían estar relacionados con la liberación lenta 
de compuestos lábiles procedentes del carbono recalcitrante en el suelo B, ya que 
éstos suelen estar presentes en mayor proporción en las enmiendas compostadas 
(Tarrasón et al., 2010; González-Ubierna et al., 2012). Esto sucedería por una 
degradación más lenta de esos compuestos químicamente más complejos (Pascual et 
al., 1998; Jorge-Mardomingo et al., 2013) que, en muchas ocasiones, requieren de la 
presencia de enzimas extracelulares secretadas por hongos (Horwath, 2015). Durante 
el segundo año de muestreo, el descenso progresivo de la RB de todos los suelos 
enmendados podría deberse a la disminución de la cantidad de la fracción de carbono 
lábil (Pedra et al., 2007). De hecho, nuestros resultados señalan que la disminución de 
la respiración del suelo B, que fue el tratamiento en el que se apreció una mayor 
disminución, coincidió con un descenso del carbono soluble en el segundo año de 
muestreo, como también apoyan las correlaciones realizadas para este tratamiento 
entre el carbono soluble y la RB durante el segundo año (r=0,81; P<0,05). 
Además de la RB, el aumento de estos compuestos fácilmente degradables 
podría favorecer el desarrollo de la biomasa microbiana del suelo como se ha podido 
observar en varios experimentos llevados a cabo en suelos mediterráneos (Bastida et 
al., 2008b; Tejada et al., 2009; Cellier et al., 2012; Tarrasón et al., 2014). En este 
sentido, en nuestro trabajo encontramos correlaciones que apoyan esta idea, por 
ejemplo, entre la biomasa microbiana y la fracción de carbono lábil 1 (Lp1) (r=0,37; 
P<0,05), la fracción de carbono lábil 2 (Lp2) (r=0,62; P<0,001) o el carbono soluble 
(r=0,48; P<0,01). Pero más allá de esta idea, que solamente contemplaría el 
incremento de los compuestos más lábiles, se podría pensar que realmente el 
incremento general de los nutrientes (no solo de carbono sino de nitrógeno o de 
fósforo también) tras la aplicación de enmiendas, podría ser el motivo principal del 
aumento de la biomasa microbiana (de Araujo et al., 2010). De esta forma, se hallaron 
correlaciones fuertes entre la biomasa microbiana y el carbono orgánico total (r=0,64; 
P<0,001), el nitrógeno total del suelo (r=0,78; P<0,001), el amonio (r=0,59; P<0,001), o 
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el fósforo (r=0,40; P<0,05). Todos estos nutrientes constituyen un conjunto de 
componentes esenciales para la síntesis de la biomasa microbiana (Brookes et al., 
1982; Gallardo y Schlesinger, 1992). 
Mientras que los valores de biomasa en los suelos B y N fueron bastante 
estables durante el experimento, en el caso del suelo A mostraron un perfil más 
variable. Este resultado podría atribuirse a la influencia del nitrógeno en la formación 
de la biomasa. A pesar de que las correlaciones de la biomasa con el nitrógeno total 
(r=0,78; P<0,001) y el amonio (r=0,59; P<0,001) fueron positivas, los datos de biomasa 
microbiana del suelo A tuvieron unos valores de correlación especialmente 
significativos con las concentraciones de nitrógeno total (r=0,86; P<0,01) y de amonio 
(r=0,85; P<0,01) superiores a los del resto de los suelos enmendados, lo que podría 
sugerir una dependencia más fuerte entre el descenso de la biomasa y el descenso de 
la concentración de estos compuestos. De hecho, el suelo A es el suelo tratado donde 
se registró un descenso más notable de los compuestos de nitrógeno, lo que pudo 
influir en la estabilidad de los valores de biomasa microbiana, sin embargo, no hemos 
hallado reflexiones similares a las nuestras en la bibliografía consultada. 
Respecto a la duración de los resultados observados, las experiencias previas 
realizadas en nuestro laboratorio (Gondim-Porto, 2012) también mostraron resultados 
similares a los encontrados en el presente trabajo. En el trabajo de Gondim-Porto se 
observó que tanto la RB como la biomasa microbiana de los suelos enmendados con 
lodos (a la misma concentración que en nuestro caso) se mantuvieron elevados incluso 
dos años después. Los niveles elevados de RB y biomasa microbiana durante periodos 
prolongados parecen ser habituales cuando se aplican este tipo de residuos en suelos 
agrícolas. De hecho, existen diversos estudios en los que el suelo se ha tratado con 
distintas enmiendas orgánicas a dosis similares a las nuestras que muestran que la 
biomasa microbiana permanece incrementada durante periodos de tiempo superiores 
a los de nuestro trabajo, próximos a los 5 años (Nicolás et al., 2014), o incluso de más 
de diez años (Bastida et al., 2008a; Bastida et al., 2013). La duración de estos 
incrementos se ha atribuido a efectos secundarios provocados por la adición de las 
enmiendas orgánicas como, por ejemplo, a un incremento del desarrollo vegetal que 
conduce a la liberación de sustancias biodisponibles para los microorganismos, a la 
formación de agregados, o al incremento de la capacidad de retención de agua. No 
obstante, el incremento prolongado de la biomasa microbiana también se ha 
detectado en suelos tratados con dosis inferiores a las aplicadas en nuestro trabajo 
(Ros et al., 2003a; Tarrasón et al., 2010). 
Por otra parte, se ha comprobado que los valores de RB y de biomasa 
microbiana se encuentran estrechamente relacionados. Así, en estudios previos se ha 
observado que el incremento de la RB coincidía con el incremento de la biomasa 
microbiana del suelo cuando se aplicaban residuos al suelo (Gondim-Porto, 2012). Esos 
resultados también coinciden con los obtenidos en el presente estudio, donde 
hallamos correlaciones muy significativas entre la RB y la biomasa microbiana del suelo 
(r=0,74; P<0,001), y también con los resultados de otros trabajos similares (Ros et al., 
2003b; Luo y Zhou, 2006; Ros et al., 2006a; Lambais y do Carmo, 2008; Singh y 
Agrawal, 2008; Bastida et al., 2008b; Iovieno et al., 2009; Brockett et al., 2011; 
Kayikcioglu, 2013). No obstante, existieron excepciones a la regla, ya que el aumento 
de la RB no se encontró siempre ligado a un incremento de la biomasa microbiana. Por 
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ejemplo, en el suelo B la biomasa permaneció elevada durante más de dos años y, en 
cambio, la RB disminuyó de forma significativa durante el segundo año (cosa que no 
ocurrió en los suelos A y N, donde ambas variables permanecieron incrementadas). De 
acuerdo con estas diferencias (entre la RB y la biomasa), Anderson y Domsch 
relacionaron que valores bajos de respiración por unidad de biomasa son indicativos 
de que las poblaciones del suelo realizan un uso eficiente del carbono para el 
desarrollo de la biomasa (Anderson y Domsch, 2010). 
En definitiva, los residuos orgánicos provocan un incremento de la RB del suelo, 
así como un incremento de su biomasa microbiana, debido al aumento de la 
disponibilidad de nutrientes que se produce con la adición de los residuos orgánicos 
(Marschner et al., 2003; Roig et al., 2012). Pero además de las razones básicamente 
nutricionales, otra razón por la que se podría potenciar la biomasa microbiana podría 
ser por la adición de microorganismos exógenos (al menos temporalmente), como 
también sugieren otros autores (Blagodatsky et al., 2000; Ros et al., 2003b; Ros et al., 
2006a; Tejada et al., 2009; de Araujo et al., 2010). Sin embargo, aunque inicialmente 
este hecho podría producirse, la proliferación de los microorganismos propios del 
suelo, debido a la elevada cantidad de materia orgánica introducida, sería una 
competencia que limitaría la proliferación de los microorganismos exógenos añadidos 
con la enmienda (Saison et al., 2006; Bastida et al., 2008b). 
 
2.6.1.2 Efectos debidos a las variables ambientales y edáficas 
Aparte de las razones directamente relacionadas con la enmienda, comentadas 
en el apartado anterior, diversos trabajos apoyan una relación directa entre las 
variables ambientales (como son la temperatura y la humedad) y los valores de RB y/o 
biomasa microbiana (Fierer y Schimel, 2002; Feng et al., 2003; Austin et al., 2004; 
Fierer et al., 2006; Han et al., 2007; Brockett et al., 2011). Concretamente, la humedad 
del suelo se suele incrementar con la aplicación de residuos orgánicos (Hueso et al., 
2012) y esto podría influir sobre la microbiota del suelo ya que el incremento del grado 
de humedad del suelo aumenta la biodisponibilidad de los nutrientes y la actividad de 
las enzimas que degradan la materia orgánica (Suseela et al., 2012; Bran Nogueira 
Cardoso et al., 2013). Aunque previamente ya se había descrito esta correlación 
(Bastida et al., 2008b), en nuestro trabajo la correlación entre la biomasa microbiana y 
la humedad del suelo es significativa aunque no especialmente fuerte (r=0,32; P<0,05). 
En cambio, la precipitación (medida en mm) se relaciona mejor con el incremento de la 
biomasa microbiana del suelo (r=0,46; P<0,001). 
Por otra parte, la temperatura también pudo haber influido sobre la RB y la 
biomasa microbiana. Al fin y al cabo, las variables microbianas medidas en el suelo 
muestran una gran dependencia del contexto climático (Blagodatskaya y Kuzyakov, 
2008; Garbisu et al., 2011). En este sentido, el hecho de que el factor tratamiento 
mostrase un mayor protagonismo en los primeros muestreos del suelo B (durante los 
primeros muestreos de invierno de 2010) que en los de los suelos A y N (cuyas 
enmiendas fueron añadidas en primavera de 2010), podría relacionarse con que las 
temperaturas más bajas causaron un efecto inhibitorio general de la actividad del 
suelo y, por tanto, de la biomasa y de la RB, lo que hizo destacar la influencia del factor 
tratamiento sobre el factor muestreo en el incremento de estas variables en estos 
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suelos (B). En cambio, en los suelos A y N, cuyos primeros muestreos fueron en 
primavera y en verano, el incremento de la actividad debido a la temperatura (Fierer et 
al., 2006; Wallenstein et al., 2011) podría explicar que el factor climático (factor 
muestreo) influyera de una forma similar al efecto que causa la enmienda (factor 
tratamiento). 
Además de las variables climáticas, las variables edáficas de carácter 
físico-químico pueden relacionarse con la RB y biomasa. En nuestro trabajo, dentro de 
las variables físico-químicas se pudo observar que los valores de pH disminuyeron 
cuando se añadieron las enmiendas al suelo, hecho que coincidió con sendos 
incrementos de la RB (r=-0,53; P<0,001) y de la biomasa microbiana (r=-0,64; P<0,001). 
El descenso del pH es frecuente en este tipo de suelos agrícolas por la producción de 
ácidos tras la degradación de las enmiendas orgánicas (Antolín et al., 2005; González-
Ubierna et al., 2012; Franco-Otero et al., 2012) y parece ser que los microorganismos 
del suelo son sensibles al estrés provocado por este descenso (Zhang y Zak, 1998), 
promoviéndose un incremento de la RB del suelo como indican algunos autores 
(Anderson y Domsch, 1993; Enwall et al., 2007). Así, el incremento de estas variables 
fue observado cuando el valor del pH se acercó a la neutralidad, como ocurrió en 
nuestro caso. En esta línea, se ha comprobado en diversos suelos sin enmendar que los 
valores más próximos a la neutralidad favorecen un incremento de la RB y de la 
biomasa microbiana (Fierer y Jackson, 2006) aunque, en nuestro caso, pensamos que 
el incremento de estas variables dependió en mayor medida de la elevada cantidad de 
nutrientes aportada. 
 
2.6.2 ¿Mejoran los indicadores de salud del suelo? 
El estudio de la RB y de la biomasa microbiana puede ser de utilidad para 
evaluar la salud del suelo (Bastida et al., 2008c; Kaschuk et al., 2010; Garbisu et al., 
2011; Creamer et al., 2014). En concreto, la disminución de los valores de ambas 
variables está considerada como un indicador negativo de la salud del suelo ya que se 
ha relacionado con la pérdida de cobertura vegetal y de materia orgánica (de Araujo et 
al., 2010; Bran Nogueira Cardoso et al., 2013). Sin embargo, el uso de estos 
parámetros en solitario aporta una información útil pero limitada acerca del tamaño y 
de la funcionalidad de las poblaciones (Banerjee et al., 1997), que puede 
complementarse con el uso de algunos índices fisiológicos, los cuales aportan mayor 
información y sensibilidad cuando se producen perturbaciones en el suelo (Moscatelli 
et al., 2005; Bastida et al., 2008c). De entre estos índices, el más empleado es el 
cociente metabólico (qCO2) que se define como la relación entre la respiración basal y 
la biomasa microbiana (Anderson y Domsch, 1993), e indica la eficiencia de respiración 
de los sustratos de carbono presentes en el suelo por parte de la biomasa residente en 
él. Generalmente, un valor bajo de este índice se atribuye a poblaciones microbianas 
maduras y en equilibrio, es decir, que no sufren el efecto de alguna perturbación 
(Insam y Domsch, 1988; Anderson y Domsch, 1990; Anderson y Domsch, 2010). Por el 
contrario, los valores de este índice se incrementan en suelos alterados por distintas 
perturbaciones: físicas, como la roturación, o químicas, como los metales pesados o 
compuestos orgánicos presentes en las enmiendas que permiten la proliferación de 
poblaciones más oportunistas (Bradley y Fyles, 1995; Ros et al., 2006a; Tarrasón et al., 
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2010; Kayikcioglu, 2013; Berard et al., 2014) o, también, como los cambios de pH o el 
aumento del contenido de sales (medido en forma de conductividad eléctrica) 
(Fliessbach et al., 1994; Enwall et al., 2007; Jorge-Mardomingo et al., 2013). Por esta 
razón, tradicionalmente el qCO2 se ha utilizado como un indicador del estrés que 
pueden sufrir las poblaciones del suelo. En este sentido, diversos autores justifican la 
existencia de estrés en las poblaciones microbianas porque se incrementa su 
respiración, de tal manera que la energía producida se emplearía principalmente en la 
supervivencia celular y se produciría una disminución de la asimilación del carbono en 
forma de biomasa (crecimiento de la población microbiana) (Killham, 1985; Bardgett y 
Saggar, 1994; Fisk y Fahey, 2001; Kayikcioglu, 2013). Sin embargo, otros autores 
sugieren otras explicaciones que no implican un concepto de estrés. De esta manera, 
los valores elevados de qCO2 podrían relacionarse con un incremento del metabolismo 
de una fracción de la población que es más activa ante la elevada cantidad de 
determinados nutrientes (Fisk y Fahey, 2001), por ejemplo, un aumento de las 
poblaciones microbianas oportunistas. Otros autores, en cambio, sugieren que cuando 
los microorganismos disponen de una gran cantidad de carbono y no lo pueden utilizar 
de forma inmediata para la síntesis de biomasa, se provoca un desbordamiento de su 
metabolismo que se traduce en un incremento de la respiración y, por tanto, del qCO2 
(Tempest y Neijssel, 1992; Schimel y Weintraub, 2003). No obstante, ninguna de estas 
interpretaciones sería excluyente la una de la otra. 
En nuestro trabajo se pudo apreciar un incremento de la RB y de la biomasa 
microbiana en las parcelas enmendadas, aunque no con la misma proporción ya que la 
primera de las variables (RB) lo hizo de forma más notable que la segunda (Figura 16), 
lo que provocó el incremento del qCO2 en los tres suelos enmendados durante los 
primeros muestreos (hasta 4-O, Figura 17.a), posiblemente favorecido por la 
proliferación de poblaciones oportunistas. A partir de ese momento los valores de 
qCO2 comenzaron a disminuir (Figura 17.a).  
Sin embargo, considerando que simplemente con la observación del qCO2 no se 
conoce de forma exacta a qué pueden deberse sus variaciones, es decir, si es debido a 
un incremento de la RB o a una disminución de la biomasa, se procedió a la 
observación por separado del uso del carbono para la RB y la biomasa. Este enfoque 
desglosado del qCO2 se realizó asumiendo que el carbono soluble (Csol) es el que las 
células microbianas son capaces de integrar más fácilmente para su metabolismo 
(Marschner et al., 2003), por lo que se estandarizó la respiración y la biomasa por la 
cantidad de carbono soluble presente en cada suelo y muestreo (Figura 17.b y c). De 
esta manera, los valores elevados de qCO2 en la primera parte del ensayo se 
explicarían por la respiración masiva de la gran cantidad de materia orgánica lábil 
aportada por las enmiendas, pero que no iría destinada completamente a la síntesis de 
biomasa puesto que la relación Cmic/Csol es inferior o igual en estos suelos enmendados 
a la que se obtiene en el suelo control (Figura 17.c). Por ello, podríamos deducir que a 
pesar de que existe una gran cantidad de carbono soluble no se está usando con 
destino a la producción de biomasa, aunque podría hacerlo (hay carbono suficiente), 
apuntando a que la mayor parte no se está usando de manera “rentable” (desde el 
punto de vista de síntesis de biomasa). El destino de este consumo respiratorio del Csol 
sería bien para sobreponerse al estrés que supone la adición de sustancias extrañas, o 
bien para eliminar gran parte del carbono en ciclos fútiles.  
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En la segunda parte del análisis, sin embargo, se observó una disminución 
considerable del qCO2 en el suelo B, asemejándose al del suelo control (S), y que 
coincide con una menor RB. En términos químicos, este descenso podría deberse a la 
disminución de la cantidad de carbono de fácil degradación a lo largo del tiempo, el 
cual influye de forma determinante en la respiración del suelo, como proponen más 
investigaciones (Thirukkumaran y Parkinson, 2000; Pedra et al., 2007). En el suelo B, la 
concentración baja de carbono de fácil degradación podría proceder de una liberación 
mantenida en el tiempo a partir de las especies recalcitrantes de carbono que 
presentan una concentración estable en este suelo (B) durante la segunda parte del 
ensayo. Este tipo de carbono más complejo suele estar en altas proporciones en las 
enmiendas compostadas (BC) y es mineralizado de forma más lenta por la microbiota 
del suelo, que produce, por lo tanto, valores inferiores de respiración, como ha sido 
reportado en varios trabajos (Jiménez et al., 2007; Tarrasón et al., 2010; García-Orenes 
et al., 2010). Microbiológicamente, este comportamiento metabólico podría 
relacionarse con la adquisición de un estado de madurez de las poblaciones presentes 
en el suelo (Anderson y Domsch, 1989), cuya actividad metabólica se asemejaría a la 
de las poblaciones autóctonas (suelo S) (Insam y Haselwandter, 1989), las cuales 
presentan valores de qCO2 menores, en comparación con los suelos con poblaciones 
oportunistas (Bradley y Fyles, 1995). Por otra parte, desde un punto de vista físico, las 
enmiendas favorecen la formación de agregados en el suelo y, en concreto, las 
sustancias recalcitrantes favorecen una mayor estabilidad de los mismos (Lugato et al., 
2010), aspecto que se pudo comprobar principalmente en los muestreos de suelo B. 
Los agregados pueden dificultar el acceso a los nutrientes y disminuir el consumo de la 
materia orgánica por los microorganismos (Majumder et al., 2010; Navarro-García et 
al., 2012) y, por este motivo, se podría producir también una disminución de la 
mineralización del carbono presente en el suelo B. 
En el extremo opuesto se encuentran las muestras de suelo A, que presentaron 
los valores de qCO2 más elevados dentro de los tres suelos enmendados a partir del 
tercer muestreo (4-O) (Figura 17.a). Estos resultados coinciden con los publicados 
previamente por Jorge-Mardomingo y colaboradores (donde se aplicó una 
metodología ligeramente distinta) los cuales relacionaron estas observaciones con una 
mayor proporción de compuestos lábiles en estos suelos (Jorge-Mardomingo et al., 
2013). Sin embargo, a partir de las explicaciones propuestas, que tienen en cuenta el 
tipo de carbono del suelo, no podríamos justificar este incremento del qCO2, ya que las 
proporciones de carbono lábil, carbono recalcitrante o carbono soluble disminuyeron a 
la vez a lo largo del tiempo. Por tanto, en realidad, las poblaciones presentes en este 
tipo de suelos enmendados tendrían un metabolismo menos eficiente para la síntesis 
de biomasa a pesar de su metabolismo respiratorio elevado. ¿A qué podría ser debido, 
por tanto, este incremento de qCO2? La razón podría estar en dos de las tres 
explicaciones que hemos comentado previamente para este fenómeno: (1) la 
existencia de procesos dañinos para las células, que se ven obligadas a desarrollar 
mecanismos de protección y/o reparación que requieren grandes cantidades de 
energía; o (2) la selección de poblaciones extraordinariamente activas frente a 
determinados compuestos presentes en el suelo enmendado. La explicación que indica 
que se podría metabolizar de manera ineficiente el carbono por la presencia de 
grandes cantidades de éste quedaría descartada puesto que ya hemos comentado que 
la cantidad de carbono disponible ha disminuido en esta segunda parte del ensayo. 
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a
 
b
 
c
 
Figura 17. Relación de la respiración basal y la biomasa microbiana. 
(a) Cociente metabólico, qCO2 (RB/Cmic), (b) rentabilidad del uso del carbono soluble en 
respiración basal (RB/Csol) y (c) rentabilidad del uso del carbono soluble para la 
producción de biomasa microbiana (Cmic/Csol). 
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Pese al incremento de qCO2, se observó un descenso de ambas variables, pero 
proporcionalmente más pronunciado de la biomasa (por ejemplo, en el muestreo 10-P 
del suelo A), lo que indicaría que la biomasa presente en ese muestreo tiene un 
metabolismo respiratorio más elevado. Esta disminución de la biomasa podría ser 
explicada por la existencia de un fenómeno deletéreo para ésta y, por tanto, el 
incremento de respiración podría ser utilizado para la obtención de gran cantidad de 
energía necesaria para el desarrollo de procesos de supervivencia. Un ejemplo similar 
puede observarse en el caso del suelo N en los muestreos 5-I y 6-P. En ambos 
muestreos hay una utilización similar del carbono para la respiración (Figura 17.b) y, 
sin embargo, la biomasa por unidad de carbono soluble disminuye en 6-P (Figura 17.c) 
indicando que, muy probablemente, se den (1) circunstancias adversas que provoquen 
una necesidad de obtener mayor cantidad de energía para resolver problemas que 
afectan a la supervivencia de la población microbiana. 
En cambio, en algunos muestreos la cantidad de biomasa microbiana se 
mantuvo (o varió ligeramente) coincidiendo con un incremento de la respiración basal 
(muestreo 4-O del suelo A; incremento de qCO2). En este caso, ambas explicaciones (1 
y 2) podrían ser útiles: el carbono del suelo se utilizaría para la obtención de energía 
para el mantenimiento de la supervivencia celular frente una situación de estrés, sin 
ser empleado en la síntesis de biomasa, o bien, habría un incremento del metabolismo 
de una población concreta. 
Continuando con este punto de vista, en la segunda parte del ensayo, la mayor 
rentabilidad respiratoria (menor qCO2) del suelo B en el uso del carbono soluble para la 
producción de biomasa microbiana, en vez de para la respiración, indicaría que se ha 
producido una estabilización de las poblaciones microbianas que emplean 
principalmente el carbono en la construcción de biomasa (por ejemplo, muestreo 5-I 
en el suelo B) (Figura 17.b y c). Por esta razón, los valores de qCO2 de este suelo 
disminuyen y se mantienen bastante estables en este tipo de suelos tratados. 
Puesto que la respiración y la biomasa son dependientes de la cantidad de 
carbono soluble presente en el suelo, la estandarización del qCO2 respecto del carbono 
soluble nos permitiría determinar la eficacia de la biomasa presente en términos de 
respiración respecto de la cantidad de carbono soluble y, por tanto, poder comparar 
entre todos los tratamientos (rentabilidad del qCO2 por unidad de carbono soluble, 
Figura 18). Así, los valores de la relación qCO2/Csol del suelo B también son inferiores a 
los del suelo control, lo que nos indica que la tasa de consumo neta apenas varía, 
confirmando que las poblaciones han alcanzado un equilibrio metabólico. 
En cambio, los valores de la relación qCO2/Csol del suelo A fueron mayores que 
en el resto de los suelos enmendados (Figura 18), lo que indica que los 
microorganismos de estos suelos (A) consumieron menos eficientemente el carbono 
disuelto en el suelo desde el punto de vista de la construcción de biomasa. Esto podría 
significar que las poblaciones microbianas de los suelos A no se encontraban todavía 
adaptadas y respondieron al estrés que suponen las circunstancias concretas del 
crecimiento en ese suelo, reduciendo la cantidad de energía obtenida por la 
respiración del carbono soluble para la síntesis de biomasa (García-Orenes et al., 2010) 
(Figura 17), e incrementándola para la reparación celular. 
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Figura 18. Evolución de la relación del cociente metabólico con el carbono soluble 
presente en el suelo.  
 
Por lo tanto, la aplicación de las enmiendas orgánicas produjo un incremento 
de su actividad respiratoria, así como de su biomasa, y este hecho puede ser indicativo 
de la mejora de la salud del suelo ya que un aumento de estas variables favorece el 
flujo de energía y de materia en el suelo (de Araujo et al., 2010; Creamer et al., 2014). 
Sin embargo, los valores de qCO2 indican que se produce un aumento mayor de la 
actividad respiratoria por unidad de biomasa fundamentalmente en los suelos tratados 
con lodo (A y N), disminuyendo la eficiencia de la conversión de carbono en biomasa 
(García-Orenes et al., 2010). Pese a esta última consideración, salvo el incremento del 
qCO2 al comienzo del ensayo en el suelo B, con el transcurso del tiempo este índice se 
estabilizó en este tipo de suelo (siendo, incluso, la mitad que el del suelo control), 
además de producirse un incremento del carbono orgánico con la adición de la 
enmienda. El cambio metabólico de las poblaciones probablemente fue debido a que 
se alcanzó un mayor grado de madurez en ellas como señalan otros autores (Bradley y 
Fyles, 1995; Anderson y Domsch, 2010). De esta manera, a lo largo de los muestreos, la 
enmienda BC fue la que causó cambios más favorables en los indicadores microbianos 
de salud del suelo (respiración basal, biomasa microbiana y qCO2), promoviéndose una 
mayor fijación de carbono en el suelo al evitar su pérdida en forma de CO2 y 
manteniéndose (secuestrado) en forma de materia orgánica en el suelo. 
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2.7 Conclusiones 
1. La respiración basal de los suelos enmendados fue superior a la del suelo 
control durante el primer año tras la adición de las enmiendas. Este incremento 
dependió especialmente de los nutrientes más fácilmente degradables (lábiles). 
2. La respiración basal durante el segundo año de ensayo fue superior a la del 
suelo control solo en el caso de los suelos tratados con lodos de depuradora, lo 
que indica que la naturaleza química de las mismas es determinante en cuanto 
a la respuesta microbiana que se produce. 
3. La biomasa microbiana se incrementó en los suelos enmendados durante todo 
el ensayo, independientemente del tipo de tratamiento. En particular, el 
aumento de la humedad y el de la cantidad de algunos compuestos de 
nitrógeno parecen regular este incremento. 
4.  Las poblaciones de los distintos suelos provocaron un incremento considerable 
del valor de qCO2, en algunos casos presumiblemente achacable al incremento 
de la actividad de una parte de la población, pero en otros casos como una 
respuesta al estrés que supone la presencia de algunas enmiendas. 
5. La aplicación de la enmienda compostada (BC) produjo un incremento en 
términos globales de la materia orgánica del suelo y disminuyó la producción 
de CO2, suponiendo un impacto más moderado sobre las poblaciones del suelo. 
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Capítulo III 
3 Análisis metabólico de la microbiota de 
suelos agrícolas tras la aplicación de 
enmiendas orgánicas 
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3.1 Resumen 
El uso de los residuos orgánicos como fertilizantes en suelos degradados es una 
práctica muy extendida en agricultura. Sin embargo, a pesar de existir una abundante 
documentación acerca de los cambios químicos y físicos que se producen en la salud 
del suelo por esta actividad, el impacto que se produce en la microbiota del suelo no 
se encuentra completamente estudiado, especialmente a nivel funcional. Una de las 
formas de estudiar los cambios funcionales producidos en el suelo es por medio del 
cálculo de las tasas de consumo de una serie de sustratos concretos, que se traduce en 
la descripción de los perfiles metabólicos de las comunidades microbianas que habitan 
en ese suelo (Community level physiological profiles, CLPP). Este tipo de análisis 
muestra las preferencias nutricionales de las poblaciones microbianas en función de 
cómo se comportan frente a diferentes sustratos similares a los del suelo. En nuestro 
trabajo hemos escogido el sistema MicroRespTM como forma de determinar los CLPPs 
de los suelos tratados. 
En este estudio se analizaron los CLPPs de suelos agrícolas de clima 
mediterráneo enmendados con una única dosis (160 Mg ha-1) de basura compostada 
(BC), y con lodos procedentes de la depuración de aguas residuales LAE (digestión 
aerobia) y LANAE (digestión anaerobia), respecto del suelo control (suelo S). Los 
perfiles metabólicos fueron medidos a lo largo de dos años para los suelos tratados 
con lodos (suelos A y N) y durante dos años y medio en el caso del suelo tratado con 
BC (suelo B). Se utilizaron 14 sustratos de grupos químicamente distintos (ácidos 
orgánicos, azúcares y aminoácidos). 
Las poblaciones microbianas de los suelos enmendados mostraron un uso 
preferente de los azúcares y de los aminoácidos, frente a una disminución del 
consumo de los ácidos orgánicos, resultados que se podrían justificar por la 
proliferación de microorganismos oportunistas y por el incremento de la demanda de 
algunos sustratos en particular. Con respecto a la evolución de las modificaciones, las 
altas dosis añadidas provocaron que los perfiles de consumo se mantuvieran alterados 
incluso dos años después de la aplicación. No obstante, la influencia de las 
circunstancias climáticas (temperatura y humedad) y edafológicas (formación de 
agregados) constituyó también un factor importante en la evolución de los cambios. 
La comparación del cociente metabólico (qCO2) de los sustratos utilizados por 
los suelos enmendados respecto del suelo control permitió comprobar que el suelo B 
durante los primeros muestreos presentó una mayor diversidad funcional, 
probablemente debido a las diferencias químicas existentes entre las enmiendas 
compostadas y sin compostar. Además, el consumo de la arginina, la glucosa y el ácido 
cítrico nos permitieron proponer a estos sustratos como marcadores de gran 
relevancia para describir la presencia de enmiendas orgánicas en los suelos agrícolas. 
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3.2 Introducción 
En agricultura, los residuos orgánicos procedentes de las zonas urbanas e 
industriales se suelen aplicar al suelo con la finalidad de restaurar su materia orgánica 
y así incrementar su fertilidad (Diacono y Montemurro, 2010). No obstante, las 
enmiendas orgánicas provocan cambios en la estructura de las poblaciones del suelo y, 
por tanto, su funcionalidad metabólica y su papel ecológico pueden verse modificados. 
El análisis de la estructura de las poblaciones microbianas constituye una manera 
efectiva para estudiar los efectos de las perturbaciones naturales o de origen humano 
en el suelo (Griffiths y Philippot, 2013) pero, entre los distintos enfoques que se 
pueden adoptar para describir la microbiota del suelo, las determinaciones 
metabólicas informan acerca de las funciones del suelo como, por ejemplo, los ciclos 
biogeoquímicos (Singh et al., 2014; Kandeler, 2015). Este aspecto cobra importancia ya 
que en los suelos enmendados, normalmente, se produce un incremento general de la 
actividad microbiana relacionado con el aumento de la materia orgánica (Singh y 
Agrawal, 2008; Bran Nogueira Cardoso et al., 2013). Este resultado se repite en 
diversos trabajos en los que se restauran suelos degradados mediante el uso de 
enmiendas orgánicas (Ros et al., 2003b; Bastida et al., 2007). 
Dentro de las técnicas que evalúan el metabolismo de las poblaciones del suelo, 
el análisis de los perfiles de metabólicos de consumo de las comunidades microbianas 
(CLPPs) constituye un método óptimo para describir los cambios metabólicos causados 
por las perturbaciones en el suelo natural o en suelos contaminados con distintos 
compuestos (Pérez-Piqueres et al., 2006; Garland et al., 2010; Fraç et al., 2012; Bastida 
et al., 2013; Poulsen et al., 2013; Wu et al., 2014). Con esta técnica, se describe cómo 
es el perfil de consumo de distintos compuestos, el cual es un reflejo de gran parte de 
la funcionalidad y de la estructura de las poblaciones microbianas del suelo. Entre las 
metodologías empleadas en la determinación de CLPPs, se encuentra el sistema 
MicroRespTM (Campbell et al., 2003) que se basa en la medición de la respiración 
inducida en el suelo cuando se añade un sustrato (substrate induced respiration, SIR) 
(Anderson y Domsch, 1978) y permite ensayar muestras de suelo íntegras de una 
forma eficaz, rápida y económica (Chapman et al., 2007). Ejemplos de ello se 
encuentran en el análisis del efecto en el suelo de condiciones ambientales como la 
sequía y climas desérticos (Saul-Tcherkas y Steinberger, 2009; Berard et al., 2012), de 
los incendios (Campbell et al., 2008; Banning et al., 2012), de la contaminación con 
diferentes agentes químicos o con metales pesados (Schmidt et al., 2013; Wakelin et 
al., 2013; Berard et al., 2014), o simplemente tras la aplicación de enmiendas 
minerales (Currey et al., 2010). En el trabajo original del sistema MicroRespTM, donde 
se ensayan suelos tratados con lodos enriquecidos con diferentes metales pesados, se 
hallaron perfiles de consumo característicos, lo que demuestra la utilidad de la técnica 
en suelos enmendados con estos residuos orgánicos (Campbell et al., 2003). Sin 
embargo, no hay demasiados trabajos que utilicen la metodología de MicroRespTM tras 
la aplicación de enmiendas orgánicas (Berard et al., 2014). 
Los compuestos empleados en estas determinaciones se encuentran en la 
rizosfera (Campbell et al., 1997), y sus tasas de consumo por parte de los 
microorganismos del suelo, medidas a través de SIR, pueden ser diferentes en función 
de su naturaleza química (ácido orgánico, azúcar, aminoácido) (van Hees et al., 2005; 
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Banning et al., 2012), de su complejidad (El Azhari et al., 2012; Torres et al., 2015), o 
de su concentración en el suelo (Chowdhury et al., 2014). Por lo tanto, el conjunto de 
alteraciones en el consumo de los diferentes sustratos podría servir como rasgo de 
identificación de las poblaciones presentes en el suelo (Chen et al., 2008). Por ejemplo, 
el incremento del consumo de compuestos más fáciles de degradar indicaría la 
presencia de microorganismos con un metabolismo más oportunista o quizá menos 
especializado (Fierer et al., 2012a). En cambio, en suelos cuyas poblaciones tengan un 
metabolismo más especializado, esperaríamos registrar un consumo mayor de los 
compuestos más recalcitrantes (Pailler et al., 2014). Basándonos en esta hipótesis, en 
nuestro trabajo hemos pretendido describir el estado metabólico de las poblaciones 
de suelos tratados con distintas enmiendas orgánicas (químicamente diferentes) a 
concentraciones elevadas, para ello hemos analizado su perfil de consumo (CLPP) 
utilizando 14 sustratos diferentes de origen natural, a lo largo de al menos 2 años. 
 
3.3 Objetivos específicos 
 Determinar los cambios que se producen en los perfiles metabólicos de los 
suelos tratados con diferentes enmiendas respecto del suelo control y su 
evolución a lo largo del tiempo. 
 Indicar la existencia de sustratos o grupos de sustratos cuyo uso pudiera servir 
para detectar la adición de enmiendas en el suelo. 
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3.4 Materiales y métodos 
En este apartado se repasan detalles generales relativos al diseño experimental 
(explicados en el Capítulo II) y se explican las particularidades metodológicas de la 
medición de los perfiles metabólicos. 
 
3.4.1 Metodología para la determinación de los perfiles 
metabólicos 
La determinación de los perfiles metabólicos (CLPPs) de las muestras de suelo 
se realizó mediante el uso del sistema MicroRespTM (Campbell et al., 2003). En este 
método se determinan las tasas de consumo de un conjunto de sustratos de carbono 
presentes habitualmente en el suelo (Campbell et al., 1997). La ventaja que aporta 
esta técnica reside en su eficacia, sencillez, rapidez y bajo coste. Se fundamenta en la 
respiración, medida en forma de CO2 emitido, de una parte mayoritaria de los 
microorganismos del suelo tras la estimulación por medio de sustratos de fácil 
degradación añadidos en exceso (SIR) (Anderson y Domsch, 1978). 
Los suelos analizados se trataron con enmiendas orgánicas, basura compostada 
(BC), lodo de depuradora obtenido por digestión aerobia (LAE) y lodo de depuradora 
obtenido por digestión anaerobia (LANAE). También se evaluó un suelo control (S). Las 
enmiendas fueron aplicadas según se indica en el calendario de la Tabla 4. Para mayor 
información sobre el diseño experimental consultar los apartados 2.4.1 y 2.4.2 
correspondientes al diseño experimental (Capítulo II). 
 
 
 
Tabla 4. Resumen de los muestreos para la determinación de los perfiles 
metabólicos de las poblaciones de cada suelo. 
Las lodos de depuradora (LAE y LANAE) se aplicaron al suelo 6 meses después que la  
basura compostada (BC). Las letras indican las estaciones del año: otoño (O); invierno 
(I); primavera (P) y verano (V). Para consultar los datos climatológicos completos 
véase ANEXO 1. 
 
3.4.1.1 Tratamiento de las muestras 
Las muestras de suelo fueron procesadas según las recomendaciones del 
manual de MicroRespTM. El procedimiento se describe en el apartado 2.4.3.1 
Número de muestreo 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Suelo S (control) S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Suelos B B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Suelos A A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Suelos N N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Estación O I P V O I P V O I P
Año 2009
Resumen de los muestreos
2010 2011 2012
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Tratamiento de las muestras para análisis metabólicos (Capítulo II), puesto que este 
sistema también fue utilizado para la determinación de la respiración basal y la 
biomasa microbiana. 
 
3.4.1.2 Fundamento del sistema MicroResp™ 
El fundamento del sistema MicroRespTM se explica en el apartado 2.4.3.2 
(Capítulo II). En el caso de la determinación de CLPPs se midió la respiración inducida 
tras el metabolismo de diferentes sustratos de carbono añadidos en exceso a lo largo 
de 6 horas de incubación (Campbell et al., 2003). 
 
3.4.1.3 Preparación de las placas de detección de CO2 
La solución indicadora, compuesta por rojo de cresol, cloruro de potasio y 
bicarbonato sódico, se dispensó en caliente a lo largo de una placa multipocillo. 
Cuando se solidificó, se revisó y se procesó como se explica en el apartado 2.4.3.3 
Preparación de las placas de detección de CO2 (Capítulo II). 
 
3.4.1.4 Preparación de las placas de sustratos y distribución 
Los 14 sustratos utilizados (Tabla 5) se disolvieron en agua ultrapura, a una 
concentración del 20 %, excepto el ácido protocatéquico que se disolvió en etanol al 
50 %, debido a su baja solubilidad (Campbell et al., 1997). Una vez elaboradas, las 
disoluciones de los sustratos empleados en el ensayo fueron esterilizadas por filtración 
(0,22 µm, filtros Millipore). Para cada uno de los ensayos, las disoluciones (al 20 %) se 
diluyeron nuevamente hasta alcanzar una concentración de 30 mg de sustrato por 
cada gramo de agua que contuviera el suelo a ensayar en un volumen final de 25 µL (el 
contenido de humedad para cada suelo fue calculado previamente). 
 
 
 
Tabla 5. Sustratos utilizados en las determinaciones de CLPPs con MicrorespTM. 
En amarillo los ácidos orgánicos, en azul los azúcares y en verde los aminoácidos. 
 
Ácidos carboxílicos Ácidos fenólicos Azúcares Aminoácidos
L(+)-arabinosa
D(+)-glucosa
D(+)-galactosa
D(-)-fructosa
D(+)-trehalosa
N-acetilglucosamina 
(NAG)
Ácido 
protocatéquico 
(ácido-3,4-
dihidroxibenzoico)
Ácido cítrico                   
Ácido málico                      
Ácido oxálico
L-alanina                   
L-arginina                       
L-lisina                  
GABA
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El juego de 16 sustratos (14, más 2 controles de agua y agua/etanol) se 
dispensó cada dos columnas de 8 pocillos en volúmenes de 25 µL (Tabla 6), por lo que 
se realizaron un total de 6 réplicas del conjunto de sustratos por cada placa de 96 
pocillos. Las placas multipocillo contenían un volumen de 2 mL por pocillo (Nunc™ U96 
PP 2 mL; Deepwell Natural) y fueron esterilizadas por autoclave antes de su utilización. 
 
 
Tabla 6. Distribución de los sustratos en 
la placa de ensayo. 
El juego de 16 sustratos se replicó hasta 
completarse la placa de incubación 
completa de 96, es decir, 6 veces. 
 
3.4.2 Medición de los CLPPs del suelo 
En primer lugar, la placa de sustratos se rellenó con las muestras de suelo con 
ayuda del dispensador de carga (incluido en el kit) como se indica en el manual de 
instrucciones del dispositivo (Campbell et al., 2006). La masa de suelo cargado se 
estimó por diferencia y se calculó la masa media por pocillo (96). Una vez medida la 
absorbancia de la placa indicadora al inicio del experimento (At(0h)), se procedió al 
cierre del sistema MicroRespTM con la junta de goma y los pestillos de seguridad 
(Figura 9). El sistema completo se incubó en una estufa con temperatura constante de 
24 °C durante 6 horas. Posteriormente, se midió la absorbancia final (At(6h)). La 
variación de la densidad óptica medida a 595 nm tras 6 horas de incubación fue 
proporcional a la cantidad de CO2 emitida tras el consumo de cada sustrato. 
 
3.4.3 Terminología utilizada para el análisis CLPPs 
Alteración, cambio o diferencia: cuando la tasa de consumo de algún sustrato, 
por parte de las poblaciones del suelo tratado (B, A o N), muestra un valor que difiere 
de forma estadísticamente significativa (P<0,05) con respecto al valor de la tasa del 
mismo sustrato en el suelo control (S). Las alteraciones pueden tener dos tendencias: 
Incrementada, cuando el valor de la tasa en el suelo tratado supera a la del suelo 
control, e inhibida cuando se encuentra por debajo. En referencia al momento en el 
que se manifiesta dicha alteración, ésta puede ser temprana si lo hace dentro de los 
primeros 4 muestreos (primer año) y tardía si se manifiesta posteriormente. Esta 
clasificación temporal se basó en el análisis realizado a distintos niveles taxonómicos 
(Capítulo IV), donde se observó que los cambios registrados en los primeros 4 
muestreos (muestreos del 0 al 3) son los más importantes, dado que a partir del cuarto 
muestreo se produce una inflexión en el número de cambios totales en las clases 
bacterianas (las cuales constituyen un nivel taxonómico suficientemente sensible a los 
cambios, como se comprueba en gran parte de los estudios taxonómicos publicados). 
Lisina Agua
NAG Ácido cítrico
Trehalosa Arginina
Ácido málico Ácido oxálico
Galactosa Alanina
Arabinosa GABA
Fructosa Ácido protocatéquico
Glucosa Agua/etanol 50%
95 
 
Una razón adicional es que con estos 4 muestreos se cumple un año desde la 
aplicación de la enmienda (un ciclo hidrológico con sus 4 estaciones climáticas). 
 
3.4.4 Tratamiento de los datos d      t ma M    R   ™ 
Los datos de las absorbancias de la placa indicadora obtenidas al inicio (0 horas) 
y al finalizar el tiempo de incubación (6 horas) fueron procesados como se indica el 
manual de MicrorespTM (Campbell et al., 2006) (Expresión 3). 
 
1. Estandarización. 
 
  
2. Transformación de la absorbancia en %CO2 emitido 
 
 
 
3. Transformación de % CO2 en tasa de producción de CO2 
 
( 
           -          
   
         
  
    
    
  
  
 
                                          
 )/ 6h 
 
Expresión 3. Estandarización (1), transformación de las medidas de absorbancia (2). 
Transformación del % CO2 en tasa de producción de CO2 (µg CO2-C g suelo
-1 h-1) (3). 
 
3.4.5 Tratamientos estadísticos 
Los procedimientos estadísticos del análisis se detallan en el apartado 2.4.7 
Tratamientos estadísticos (Capítulo II). Las matrices de correlación se encuentran en el 
ANEXO 4 (Tabla 59). 
 
 
At(6h) estand.= (At(6h)/At(0h)) x (promedio At(0h))
At(0h) estand.= (At(0h)/At(0h)) x (promedio At(0h))
At(0h)estand.: Lectura de la absorbancia del pocillo a t= 0 h.
At(6h)estand.: Lectura de la absorbancia del pocillo al finalizar la incubación t=6h.
%CO2(i)= 0,0992 + (25,49 x (4,24 x 10
-6)Ai)
Donde Ai puede ser: At(0h) estand. o At(6h) estand.
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3.5 Resultados 
En primer lugar, se presenta la variación general de los consumos en los suelos 
tratados con respecto al suelo control. A continuación, se muestran los perfiles 
metabólicos de forma cualitativa. Para la consulta de los resultados cuantitativos 
véanse las tablas del ANEXO 2. 
 
3.5.1 ¿Cuál fue la variación general de los perfiles metabólicos? 
Siguiendo el protocolo de la técnica MicroRespTM para medir CLPPs, se procedió 
a la determinación de las tasas de respiración de los distintos sustratos en los 
muestreos del suelo control (S) y en los de los suelos tratados (suelos B, A y N). A partir 
de las tasas de consumo de los diferentes sustratos se calculó qué porcentaje del total 
representó el consumo de cada sustrato en cada suelo a lo largo de todos los 
muestreos realizados obteniéndose, de esta manera, los perfiles porcentuales. 
En la Tabla 50, Tabla 51 y Tabla 52 del ANEXO 2 se presentan de forma 
detallada las tasas porcentuales de consumo de cada parcela tratada comparadas con 
el consumo en el suelo control a lo largo de todo el análisis. A partir de esas tasas 
porcentuales de consumo de cada uno de los muestreos (ANEXO 2), se calcularon las 
tasas porcentuales medias de los suelos tratados (B, A y N) y las del suelo control (S). A 
continuación, se obtuvo la variación porcentual (ratio %) de los valores de las tasas de 
consumos de los suelos tratados respecto del suelo control, con el fin de estimar cuál 
fue la variación global del consumo de cada sustrato en cada suelo enmendado. Con 
estos resultados se obtuvo una valoración general de la variación de las tasas de 
consumo en los distintos suelos (Tabla 7). 
Como se puede observar en la Tabla 7, el consumo relativo medio de los ácidos 
orgánicos sufrió un descenso generalizado en los tres suelos enmendados con los 
distintos residuos orgánicos (diferencias negativas en color azul). Por el contrario, los 
consumos de los azúcares y de los aminoácidos se incrementaron en general en los 
suelos tratados (diferencias positivas en color rojo). Se puede destacar que el consumo 
del ácido málico disminuyó de forma más notable que el de los otros ácidos en los tres 
tipos de suelos enmendados. En el otro extremo, dentro del grupo de los azúcares, el 
consumo de la glucosa fue el que mayor incremento sufrió y, dentro de los 
aminoácidos, correspondió al consumo de la arginina. 
Con estos resultados también se obtiene un dato importante en términos de 
diversidad funcional ya que se observa la compensación de la participación de los 
sustratos a lo largo del perfil de consumo, es decir, que los sustratos cuyo consumo 
aportaba un menor porcentaje de participación, como los azúcares y aminoácidos, 
ahora lo hace de forma más intensa, y viceversa. Por tanto, se podría decir que la 
diversidad funcional de los suelos tratados se incrementó, ya que el reparto de los 
consumos fue más equitativo. 
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Tabla 7. Variación de las tasas de consumo relativas de los suelos enmendados. 
Tasas porcentuales del consumo medio de los muestreos de suelo control (S) y de los 
suelos tratados (S-B, n=11; S-A, n=9; S-N, n=9). La columna “ratio %” muestra la 
variación porcentual del suelo enmendado respecto del suelo control. Las variaciones 
negativas se muestran en azul, las variaciones cercanas a cero en blanco y las 
variaciones positivas en rojo. 
 
Por otra parte, algunos sustratos sufrieron variaciones más moderadas, por 
debajo del 10 %, como, por ejemplo, el consumo promedio de NAG (-0,3 %), trehalosa 
(5,1 %) y galactosa (7,7 %), tras la aplicación de LAE en el suelo, y para los sustratos 
GABA (-8,3 %) y arabinosa (8,5 %) en el caso del suelo N. 
  
sustrato S B ratio % sustrato S A ratio % sustrato S N ratio %
Á.Cít 14,06 9,00 -36,0 Á.Cít 15,12 10,80 -28,6 Á.Cít 15,12 10,97 -27,5
Á.Mál 19,77 10,05 -49,1 Á.Mál 20,43 12,93 -36,7 Á.Mál 20,43 10,30 -49,6
Á.Oxá 13,19 9,36 -29,1 Á.Oxá 12,85 8,78 -31,7 Á.Oxá 12,85 8,26 -35,7
Á.Pro 11,40 6,32 -44,5 Á.Pro 9,40 7,61 -19,0 Á.Pro 9,40 6,86 -27,0
Ala 5,63 7,41 31,6 Ala 5,61 6,71 19,6 Ala 5,61 7,62 36,0
Arg 2,92 5,94 103,2 Arg 3,02 3,79 25,5 Arg 3,02 6,27 107,4
GABA 3,59 4,83 34,5 GABA 3,87 5,78 49,4 GABA 3,87 3,55 -8,3
Lys 1,93 2,95 53,1 Lys 2,09 2,86 36,8 Lys 2,09 2,72 30,0
Ara 4,05 6,72 65,9 Ara 4,31 5,88 36,4 Ara 4,31 4,68 8,5
Fru 4,88 6,14 25,8 Fru 4,93 6,31 27,9 Fru 4,93 6,57 33,2
Gal 6,69 7,70 15,2 Gal 7,05 7,59 7,7 Gal 7,05 7,84 11,2
Glu 4,16 8,03 93,0 Glu 4,11 7,68 86,8 Glu 4,11 7,83 90,3
NAG 5,41 6,48 19,7 NAG 5,49 5,48 -0,3 NAG 5,49 7,49 36,3
Treh 7,02 9,06 29,1 Treh 7,42 7,80 5,1 Treh 7,42 9,05 21,9
Suelo tratado con BC Suelo tratado con LAE Suelo tratado con LANAE
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3.5.2 Análisis del perfil metabólico del suelo B 
Los perfiles metabólicos de las poblaciones del suelo sufrieron alteraciones 
cuando se añadió la basura compostada (BC). En la Tabla 8 se observa de forma 
resumida que las tasas de consumo de todos los sustratos mostraron diferencias 
significativas con las del suelo control en algún muestreo. Como ya se ha indicado 
previamente, de forma general se aprecia que las tasas de los ácidos orgánicos 
disminuyeron, mientras que las de los azúcares y aminoácidos se incrementaron, a 
excepción del descenso detectado para los consumos de NAG y de lisina. También se 
puede observar que la alteración de los perfiles metabólicos persistió hasta los últimos 
muestreos, dos años después. 
Atendiendo al número de muestreos en los que se observó la alteración de la 
tasa de consumo de algún sustrato, con respecto de la del suelo control, los sustratos 
que sufrieron más variaciones significativas fueron la glucosa (con alteraciones en 10 
de 11 muestreos), el ácido málico (8), seguido de los ácidos cítrico (7) y protocatéquico 
(7). Por el contrario, los consumos de GABA (3) y galactosa (3) fueron los que menos 
cambios mostraron a lo largo de todo el análisis (Tabla 8). 
 
 
 
Tabla 8. Alteraciones de las tasas metabólicas en el suelo B a lo largo de los 
muestreos. 
Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) entre las tasas porcentuales de 
consumo de los distintos sustratos del suelo tratado (B) respecto del suelo control, 
para cada uno de los muestreos (de B0 a B10). La diferencia positiva se indica con una 
flecha hacia arriba y la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en función de si 
se incrementa o se inhibe el consumo con respecto al control). En la columna con 
valores numéricos y en la fila inferior se indica el número total de alteraciones 
detectadas en cada sustrato o muestreo, respectivamente. Estaciones del año: otoño 
(O); invierno (I); primavera (P); verano (V). 
 
Sustrato B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Á. cítrico 7
Á. málico 8
Á. oxálico 4
Á. protocatéquico 7
Alanina 4
Arginina 4
GABA 3
Lisina 6
Arabinosa 6
Fructosa 6
Galactosa 3
Glucosa 10
NAG 5
Trehalosa 5
9 8 7 5 8 10 8 3 5 10 5
O I P V O I P V O I P
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Desde el punto de vista de los muestreos que presentaron un mayor o menor 
número de sustratos con alteraciones, los muestreos B5 y B9 (con 10 alteraciones, 
ambos en invierno) y el muestreo B0 (con 9, en otoño), fueron los muestreos que 
exhibieron un mayor número de cambios en sus perfiles de consumo. En cambio, en 
los muestreos correspondientes a los meses de verano B3 y B7 se detectaron el menor 
número de alteraciones (5 y 3, respectivamente). Por tanto, se aprecia que en los 
primeros muestreos existe un elevado número de alteraciones, posiblemente debido 
al efecto de las enmiendas recién aplicadas, y que a partir del primer verano (B3) se 
puede comprobar que, por lo general, en los meses más fríos se observa un 
incremento del número de alteraciones, mientras que en los meses más calurosos se 
aprecia un descenso. 
Excepto para el consumo de NAG, cuya alteración se detectó después de un 
año desde la aplicación de BC (Tabla 9), todas las tasas de consumo mostraron 
alteraciones que se detectaron dentro de los primeros cuatro muestreos (primer año) 
y por tanto se consideraron alteraciones tempranas (concepto explicado en el 
apartado 3.4.3). 
Para estimar la influencia de los factores sobre las tasas de consumo se realizó 
un ANOVA de dos factores, tratamiento y muestreo. El factor tratamiento se estudió a 
lo largo de 2 niveles, suelo sin tratar (S) y suelo enmendado (B), y el factor muestreo 
con un total de 11 niveles (desde el muestreo 0 hasta el 10). Los resultados del ANOVA 
(integrados en la Tabla 9) indican que las diferencias de las tasas relativas de consumo 
se podrían explicar por la combinación de ambos factores debido a que en la mayor 
parte de los análisis existía una interacción significativa entre ellos. No obstante, a 
pesar de la interacción significativa existente entre los factores (tratamiento y 
muestreo), y con el objetivo de conocer cuál de los dos factores tuvo más peso, se 
utilizó la proporción de la varianza que explicó cada uno de ellos por separado, 
señalándose cuando ésta fue mayor por parte del factor tratamiento. 
De esta manera, como se puede observar en la Tabla 9, las tasas de la mitad de 
los sustratos (un total de 7) debieron principalmente su comportamiento a una mayor 
influencia del factor tratamiento, al menos en los dos primeros muestreos. Se podría 
destacar que el incremento del consumo de arginina se pudo explicar por la influencia 
exclusiva del factor tratamiento, ya que no existió interacción entre los factores 
analizados. Por otro lado, los consumos de algunos sustratos, como los de la alanina y 
la trehalosa, tuvieron una influencia marcada principalmente por el factor tratamiento 
durante un mayor periodo de tiempo (hasta el cuarto muestreo) y los valores de 
consumo del ácido málico tuvieron una influencia del factor tratamiento a lo largo de 
todo el análisis (11 muestreos). Sin embargo, las tasas metabólicas de la otra mitad de 
los sustratos tuvieron una influencia marcada principalmente por parte del factor 
muestreo, es decir, marcada fundamentalmente por la influencia de otros aspectos, 
como los climáticos y edáficos, entre otros. 
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Tabla 9. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de las tasas 
metabólicas a lo largo de los muestreos en el suelo B. 
Se muestran las alteraciones que fueron tempranas. Los muestreos sombreados indican 
que el factor tratamiento explicó una parte mayor de la varianza. Las celdas bordeadas 
de forma más intensa indican los muestreos en donde no hubo interacción significativa 
entre los factores. Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) entre las 
tasas porcentuales de consumo de los distintos sustratos del suelo tratado (B) respecto 
del control, para cada uno de los muestreos (de B0 a B10). La diferencia positiva se 
indica con una flecha hacia arriba y la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en 
función de si se incrementa o se inhibe el consumo con respecto al control). En la 
columna con valores numéricos y en la fila inferior se indican el número total de 
alteraciones detectadas en cada sustrato o muestreo, respectivamente. Estaciones del 
año: otoño (O); invierno (I); primavera (P) y verano (V). 
 
  
Sustrato B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Á. málico 8
Á. oxálico 4
Á. protocatéquico 7
Alanina 4
Arginina 4
Arabinosa 6
Fructosa 6
Glucosa 10
Trehalosa 5
Lisina 6
GABA 3
Galactosa 3
Á. cítrico 7
9 8 7 5 7 9 7 3 4 10 4
O I P V O I P V O I P
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3.5.3 Análisis del perfil metabólico del suelo A 
En el suelo A, al igual que en el suelo B, se observó un resultado similar para 
algunos sustratos. Así, en general, se aprecia un descenso del consumo de los ácidos 
orgánicos y un incremento del consumo de los azúcares y de los aminoácidos excepto 
para la arginina y la lisina, que disminuyeron. El resultado de la lisina también coincidió 
con el detectado en el suelo B (Tabla 10). 
 
 
Tabla 10. Alteraciones de las 
tasas metabólicas a lo largo de 
los muestreos en el suelo A. 
La interpretación de esta tabla 
se realiza como se explica en la 
Tabla 8. 
 
En el suelo A el consumo de los ácidos orgánicos fue diferente al del suelo 
control en un mayor número de muestreos, en comparación con otro tipo de 
sustratos. En concreto, los consumos de los ácidos málico y protocatéquico mostraron 
diferencias en un mayor número de muestreos (ambos con 6 muestreos con 
alteraciones), mientras que los azúcares arabinosa, NAG y galactosa, fueron los que 
menos (únicamente un solo muestreo) (Tabla 10). 
En el primer muestreo, una semana después de aplicarse LAE (muestreo A0), se 
describieron un total de 10 alteraciones en el perfil de consumo del suelo A. En el resto 
de los muestreos se apreció un número menor de sustratos cuyo consumo se encontró 
alterado, disminuyendo de forma general especialmente en los muestreos de verano-
otoño (Tabla 10). 
Al igual que en el suelo B, se detectó que la alteración del consumo de NAG 
también mostró un carácter tardío ya que se detectó en el quinto muestreo (A4). Algo 
parecido sucedió con el consumo de la galactosa. De esta manera, a excepción de los 
consumos de NAG y galactosa, la totalidad de los consumos de los sustratos mostraron 
alteraciones tempranas, como se indica en la Tabla 11. 
 
 
Sustrato A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Á. málico 6
Á. oxálico 3
Á. protocatéquico 6
Á. cítrico 4
Alanina 4
GABA 4
Lisina 4
Arginina 3
Glucosa 4
Fructosa 3
Trehalosa 3
Arabinosa 1
NAG 1
Galactosa 1
10 3 3 6 5 5 3 6 6
P V O I P V O I P
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Desde el punto de vista de la influencia de los factores (tratamiento y 
muestreo), se observó que las tasas de consumo del ácido cítrico, glucosa, fructosa y 
lisina estuvieron influidas principalmente por el factor tratamiento, que explica una 
mayor parte de la varianza, y solamente durante los dos primeros muestreos del 
análisis. Aunque se puede matizar que la influencia del factor tratamiento sobre el del 
consumo de fructosa y lisina no mostró interacción significativa con el factor muestreo, 
el consumo del resto de los sustratos estuvo influido de forma más predominante por 
el factor muestreo (Tabla 11). 
 
 
Tabla 11. Influencia de los 
factores sobre las alteraciones 
tempranas de las tasas 
metabólicas a lo largo de los 
muestreos en el suelo A. 
La interpretación de esta tabla 
se realiza como se explica en la 
Tabla 9. 
 
Bajo este análisis no se observó una gran influencia por parte de la enmienda 
en el suelo, ya que el factor tratamiento solo influyó de manera significativa en el 
consumo de unos pocos sustratos, y solamente en los muestreos iniciales. En este 
sentido, un total de 10 sustratos mostraron alteraciones en el primer muestreo (A0), lo 
que indica que al comienzo el número de cambios fue muy sobresaliente. 
  
Sustrato A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Á. málico 6
Á. oxálico 3
Á. protocatéquico 6
Á. cítrico 4
Glucosa 4
Fructosa 3
Trehalosa 3
Arabinosa 1
Alanina 4
GABA 4
Lisina 4
Arginina 3
10 3 3 6 4 5 3 6 5
P V O I P V O I P
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3.5.4 Análisis del perfil metabólico del suelo N 
La aplicación de LANAE en el suelo también causó un efecto similar al de las 
otras enmiendas, apreciándose un descenso generalizado de las tasas relativas de 
consumo de los ácidos orgánicos. Por otra parte, el consumo de todos los aminoácidos 
y azúcares, excepto la galactosa y la trehalosa, sufrió un incremento significativo en el 
primero de los muestreos (Tabla 12). Por lo que se puede comprobar, como en el suelo 
A, que en el primer muestreo el número de alteraciones fue elevado, posiblemente 
por el efecto reciente de la presencia de las enmiendas aplicadas. 
 
 
Tabla 12. Alteraciones de las 
tasas metabólicas a lo largo 
de los muestreos en el 
suelo N. 
La interpretación de esta tabla 
se realiza como se explica en la 
Tabla 8. 
 
Las tasas de consumo del ácido málico, la alanina, la arginina y la glucosa 
fueron las que se detectaron alteradas en un mayor número de muestreos (en 6 
muestreos). Por el contrario, las alteraciones de las tasas de consumo del GABA, la 
alanina, la fructosa, la galactosa y la trehalosa, fueron las que se registraron en un 
menor número de muestreos (2). 
Por otro lado, el primero de los muestreos N0 (con 12 sustratos con 
alteraciones, en primavera) y N6 (con 2 alteraciones, en otoño) fueron los muestreos 
que mayor y menor número de tasas con alteración mostraron, respectivamente. Al 
final del análisis (N8) el número de sustratos con alteraciones se mantuvo con 6. 
A excepción del consumo de la galactosa, cuya alteración significativa se 
registró en el muestreo N4 (un año después de la adición de LANAE), el resto de las 
alteraciones se consideraron tempranas en el tiempo (Tabla 13). De hecho, los 
consumos de 12 de los 14 sustratos utilizados tuvieron alteraciones significativas en el 
primero de los muestreos (N0), lo que vuelve a evidenciar la influencia de la enmienda 
en los primeros muestreos. 
 
Sustrato N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Á. cítrico 4
Á. málico 6
Á. oxálico 4
Á. protocatéquico 3
Alanina 6
Arginina 6
GABA 2
Lisina 4
Arabinosa 2
Fructosa 2
Galactosa 2
Glucosa 6
NAG 5
Trehalosa 2
12 6 5 6 6 5 2 6 6
P V O I P V O I P
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Tabla 13. Influencia de los 
factores sobre las 
alteraciones tempranas de las 
tasas metabólicas a lo largo 
de los muestreos en el 
suelo N. 
La interpretación de esta tabla 
se realiza como se explica en 
la Tabla 9. 
 
En la Tabla 13 se puede observar que 6 de los 13 sustratos que mostraron 
alteraciones tempranas, debieron sus variaciones principalmente al factor tratamiento. 
A pesar de ello, la influencia del factor tratamiento parece tener una implicación 
relativamente corta en el tiempo, ya que su influencia no predominó después de los 
primeros dos muestreos. El incremento temprano de la tasa de consumo de NAG 
estuvo influido predominantemente por el factor tratamiento ya que no se hallaron 
interacciones significativas. 
Tras el análisis de los perfiles metabólicos de los tres suelos enmendados se 
puede destacar que las tendencias de los sustratos se correspondieron en general con 
las extraídas en el primer apartado de los resultados (Tabla 7). No obstante, existieron 
excepciones a esta norma especialmente en el comportamiento de los aminoácidos en 
los suelos B y A, donde se observaron algunos resultados que mostraron que la 
participación del consumo de algunos aminoácidos disminuyó con respecto al suelo 
control. También se pudo destacar que la influencia del factor muestreo fue menos 
duradera en los suelos A y N (enmendados en primavera) que en los suelos B 
(enmendados en invierno). Este resultado podría relacionarse con la influencia de la 
temperatura, la cual es superior de media en los muestreos de primavera, por lo que 
podría tener sentido que la influencia del tratamiento se viese eclipsada por una 
creciente influencia del factor muestreo. 
  
Sustrato N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Á. oxálico 4
Á. protocatéquico 3
Á. cítrico 4
Á. málico 6
Glucosa 6
Fructosa 2
Arabinosa 2
NAG 5
Arginina 6
Lisina 4
Alanina 6
GABA 2
Trehalosa 2
12 6 5 6 5 5 2 5 6
P V O I P V O I P
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3.5.5 Evolución de los perfiles metabólicos de los suelos 
enmendados 
3.5.5.1 ¿Disminuyó el efecto de las enmiendas a lo largo del análisis? 
En el primer muestreo tras la aplicación de cada una de las enmiendas, los 
suelos A y N registraron el mayor número de alteraciones significativas en el perfil 
metabólico (Figura 19). Por el contrario, las alteraciones del suelo B alcanzaron su 
mayor valor en los muestreos 5-I y 10-P. Los lodos ejercieron un efecto más marcado 
durante el primer año, oscilando entre 10 y 12 alteraciones, disminuyendo en el 
segundo año mostrando entre 2 y 6 alteraciones. 
Además, los suelos A y N mostraron una evolución de las alteraciones muy 
similar entre sí. En cambio, en los suelos B se registró un número de alteraciones 
moderado en los primeros muestreos (del 0-O al 3-V), entre 5 y 9 alteraciones, 
manifestándose cambios más bruscos durante el segundo año, entre 3 y 10 
alteraciones. 
 
 
Figura 19. Evolución del número de alteraciones significativas de los CLPPs con 
respecto al suelo control independientemente del momento de la aplicación de las 
enmiendas. 
Número de alteraciones registradas en los perfiles metabólicos. En el eje de abscisas 
se representa el número de muestreo tomando como inicio la aplicación de BC. 
 
Dos años después del comienzo del ensayo (muestreo 8, Figura 19) se puede 
comprobar que el número de alteraciones en los perfiles de suelos tratados fue entre 
5 y 6, lo que indica que todavía existieron diferencias significativas en todos los 
tratamientos respecto del suelo control. Por lo tanto, con estos resultados no se puede 
decir de forma clara que el efecto de las alteraciones verdaderamente disminuyó. 
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3.5.5.2 ¿Existe un componente estacional en el número de alteraciones 
por muestreo? 
En la Figura 20 se puede apreciar un efecto estacional ya que durante los meses 
más fríos (muestreos de invierno) se observó un incremento generalizado del número 
de alteraciones, mientras que en los meses más calurosos (verano-otoño) sucedió el 
efecto contrario. De forma más detallada, se puede matizar que los muestreos 
correspondientes a los meses otoñales en los suelos A y N fueron los que menor 
número de alteraciones presentaron, mientras que en el suelo B correspondieron a los 
meses de verano. Por regla general, el mayor número de alteraciones se observó en los 
muestreos correspondientes a los meses de invierno. 
La correlación positiva entre el número de alteraciones, por una parte, con la 
humedad del suelo (r=0,65; P<0,001) y, por otra parte, con los eventos de precipitación 
(r=0,49; P<0,01) permitirían explicar que la presencia de agua en el suelo contribuye a 
las variaciones de los perfiles metabólicos. Por el contrario, la ausencia de agua, junto 
con el incremento de la temperatura que se registra en algunos muestreos (veranos), 
propiciaría un menor número de alteraciones significativas entre los perfiles 
metabólicos de los suelos tratados y el control. Apoyando esta idea, la correlación 
entre el número de alteraciones y la temperatura fue también significativa, pero 
obviamente inversa (r=-0,44; P<0,05). 
 
 
Figura 20. Evolución del número de alteraciones significativas de los CLPPs con 
respecto al suelo control considerando el momento de la aplicación de las 
enmiendas. 
Número de alteraciones registradas en los perfiles metabólicos a lo largo del tiempo 
de análisis. Estaciones del año: Otoño (O); invierno (I); primavera (P) y verano (V). 
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3.5.5.3 ¿Qué influencia mostró la biomasa microbiana sobre las 
alteraciones de los perfiles metabólicos? 
El incremento de la biomasa microbiana que se produce por la adición de las 
enmiendas (evaluado en el capítulo II) podría ser la razón que explicara el incremento 
del consumo de determinados sustratos. Por esa razón, estandarizamos su consumo 
respecto de la biomasa calculada en cada uno de los muestreos para cada suelo 
tratado (qCO2 sustrato = tasa sustrato/ biomasa muestra). Posteriormente, este valor se 
relativizó con respecto al del suelo control. Así, el análisis de las ratios del consumo de 
los distintos sustratos por unidad de biomasa entre el suelo tratado y el suelo control 
(qCO2 suelo tratado/ qCO2 suelo control) nos permitió determinar qué sustratos o conjunto de 
sustratos se metabolizaron de forma más eficiente por unidad de biomasa en cada 
suelo tratado (Figura 21). En la mayor parte de los muestreos los qCO2 del suelo 
control fueron superiores a los de los suelos tratados (en las gráficas se representan 
con valores menores de 1), excepto para los primeros muestreos del suelo B (0, 1 y 2). 
Este resultado se podría explicar debido a los valores tan elevados de biomasa 
microbiana promovidos por la adición de las enmiendas que, por regla general, dieron 
lugar a que sus cocientes metabólicos fueran mucho menores que los del suelo 
control. Sin embargo, este punto de vista (Figura 21) es una herramienta útil para 
estudiar los perfiles ya que a partir de él se puede decir que la relativización de la 
biomasa hace despuntar las tasas de consumo que fueron especialmente elevadas en 
los suelos tratados, independientemente del crecimiento de la biomasa. 
De esta forma se pudo observar que, durante los primeros muestreos, los 
perfiles metabólicos de los suelos A y N fueron mucho menos diversos que los del 
suelo control y el suelo B, puesto que en los primeros suelos se observó una 
disminución notable del número de sustratos que fueron metabolizados al menos en 
igual cuantía que en el suelo control. Dicho de otra manera, solamente el suelo B 
exhibió un mayor número de sustratos con un qCO2 superior al del suelo control 
durante los primeros muestreos (0, 1 y 2), en comparación con el resto de suelos 
tratados (Figura 21). Este resultado significa que los cambios funcionales del suelo B 
condujeron hacia un patrón de consumo más eficiente que en el suelo control y más 
diverso en comparación con los otros suelos enmendados, al menos en los primeros 
muestreos del suelo B. 
También se pudieron observar algunos comportamientos destacables. Por 
ejemplo, el consumo de la glucosa y, especialmente, de la arginina estuvo 
incrementado en varios de los perfiles de los distintos muestreos. El incremento del 
consumo de este tipo de sustratos se encontraría en la línea del aumento generalizado 
del consumo de los azúcares y de los aminoácidos en los suelos tratados. Por el 
contrario, la eficiencia de consumo de los ácidos orgánicos siempre fue superior en el 
suelo control, salvo para el caso del ácido cítrico en el muestreo B0. 
 
Figura 21. Ratio de los cocientes metabólicos de cada sustrato de los suelos tratados 
(B, A y N) respecto del suelo control (S). 
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3.6 Discusión 
La actividad metabólica del suelo enmendado, observada a través de los 
perfiles de consumo de distintas fuentes de carbono (CLPP), presentó diversas 
alteraciones tras la adición de enmiendas orgánicas. En la literatura científica también 
se hallan diferentes ejemplos de suelos enmendados que presentan alteraciones en su 
perfil metabólico, evaluado a través de diferentes metodologías (Bastida et al., 2008b; 
Bastida et al., 2009; Chaudhry et al., 2012). Sin embargo, no se han hallado un gran 
número de experimentos que evalúen la aplicación de enmiendas orgánicas mediante 
el sistema MicroRespTM. Con esta metodología detectamos que, en términos 
absolutos, la aplicación de enmiendas orgánicas produjo un incremento generalizado 
de la actividad metabólica, y por lo tanto del consumo de los distintos sustratos 
(Campbell et al., 2003). Por el contrario, en términos relativos, se observó que el 
reparto del consumo de los sustratos fue diferente según su naturaleza química. Por 
un lado, se observó un incremento generalizado del consumo relativo de los azúcares y 
de los aminoácidos mientras que, por otro lado, se produjo un descenso del consumo 
relativo de los ácidos orgánicos, de manera similar a lo ocurrido en otros suelos 
enmendados con residuos orgánicos en los que se evalúan los CLPPs (Chakraborty et 
al., 2011; Fraç et al., 2012; Chaudhry et al., 2012; Sradnick et al., 2013). 
En los suelos tratados las diferencias de los perfiles metabólicos (CLPPs) indican 
que las poblaciones metabolizan a distinta velocidad los sustratos de carbono 
proporcionados, hecho que no es más que un reflejo de la variedad, concentración o 
biodisponibilidad de los sustratos de distinta naturaleza química añadidos con la 
materia orgánica de las enmiendas. Así, los sustratos disponibles en el suelo podrían 
“moldear” las poblaciones que pueden vivir en esas circunstancias por una 
especialización nutricional (consumidores de tipo r o K) (Bradley y Fyles, 1995; Fanin et 
al., 2015). En este sentido, si existe una presencia masiva de nutrientes deberían 
proliferar determinadas poblaciones oportunistas o de tipo r (Fierer et al., 2012a), 
reflejándose posteriormente variaciones en el consumo de algunos sustratos del 
ensayo. Consideramos también que, aparte de la composición diferentes de las 
poblaciones, estas diferencias de consumos pueden deberse bien a un estimulo 
derivado de un efecto priming (Hamer y Marschner, 2005), o quizás a la demanda de 
algunos sustratos como, por ejemplo, aquellos que contienen nitrógeno (Orwin et al., 
2006; Banning et al., 2012). 
 
3.6.1 ¿A qué puede deberse el incremento del consumo relativo 
de los azúcares y aminoácidos? 
La adición de los residuos orgánicos supuso un incremento del carbono 
orgánico total y, concretamente, del carbono soluble del suelo. En esta última fracción 
del carbono se concentran gran parte de los compuestos de fácil degradación por 
parte de las poblaciones microbianas, entre los que se encuentran los azúcares (Cook y 
Allan, 1992; Ros et al., 2003b; van Hees et al., 2005). En nuestros análisis también se 
ha comprobado que la adición de enmiendas orgánicas promueve el incremento de la 
biomasa microbiana (Capítulo II), cuyos valores también se correlacionan 
positivamente con el incremento del consumo de determinados azúcares como la 
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glucosa (r=0,41; P<0,01) y la fructosa (r=0,47; P<0,01), y de algunos aminoácidos como 
la alanina (r=0,34; P<0,05), como también se ha indicado previamente en otros 
estudios (Lin y Brookes, 1999; Carpenter-Boggs et al., 2000). De esta forma, tanto el 
incremento del consumo de compuestos lábiles, como el incremento de la biomasa, 
coincidirían con un efecto priming en las poblaciones del suelo (Kuzyakov y Bol, 2006), 
y se relacionarían con la proliferación de microorganismos de estrategia ecológica de 
tipo r (oportunistas), los cuales son los responsables del metabolismo principal de las 
sustancias más lábiles, como son los azúcares (Fontaine et al., 2003; Wakelin et al., 
2008; Fraç et al., 2012; Sradnick et al., 2013). 
Por otra parte, el incremento del consumo relativo de compuestos 
nitrogenados como NAG, GABA y otros aminoácidos podría deberse a un aumento de 
la demanda del consumo de compuestos con nitrógeno, como se sugiere en algunos 
trabajos (Orwin et al., 2006; Lagomarsino et al., 2012). Así, en estudios de suelos 
enmendados con residuos orgánicos, se ha publicado que un incremento de la 
disponibilidad de fuentes de carbono puede conducir a una escasez relativa de 
compuestos de nitrógeno, provocando la activación de enzimas que mineralizan los 
compuestos orgánicos con nitrógeno (Bowles et al., 2014). De hecho, en nuestro 
trabajo la ratio C/N se incrementó en varios muestreos tras la adición de enmiendas, lo 
que podría suponer también un incremento de la demanda relativa de nitrógeno por 
parte de los microorganismos. En esta línea, Orwin sugirió que la adición de 
compuestos de carbono más o menos complejos producía una mayor demanda de 
nitrógeno de las poblaciones, favoreciendo la expresión de enzimas capaces de 
degradar compuestos como los aminoácidos (Orwin et al., 2006). En cambio, en otro 
trabajo también se sugiere que la adición de compuestos de nitrógeno puede activar el 
consumo relativo de distintos compuestos de carbono (Currey et al., 2010), puesto que 
se observó una presencia elevada de amonio y un incremento del consumo de 
azúcares (glucosa, galactosa y NAG), así como de determinados aminoácidos como la 
arginina, de manera similar a nuestro análisis. Sin embargo, ni en ese artículo (Currey 
et al., 2010) ni en nuestro trabajo hemos podido encontrar valores de correlación 
significativos para estos resultados. Por todo ello, la discrepancia existente entre estas 
conclusiones nos hizo pensar que realmente el incremento de la degradación potencial 
de estas sustancias lábiles (como los azúcares y los aminoácidos) podría justificarse 
mejor por la necesidad de degradar nutrientes sencillos para la síntesis de biomasa, 
que para cubrir la escasez de algunos nutrientes. De esta forma, la degradación de 
azúcares aportaría gran cantidad de energía y los aminoácidos serían componentes 
esenciales para la síntesis de las estructuras microbianas. 
  
114 
 
3.6.2 ¿Por qué disminuye el consumo relativo de los ácidos 
orgánicos? 
En el caso de los ácidos orgánicos se produjo un descenso generalizado de sus 
tasas de consumo en relación al perfil metabólico. En términos relativos, un 
incremento notable del consumo de los azúcares y de los aminoácidos conlleva un 
descenso de la participación del consumo de los ácidos orgánicos a lo largo del perfil 
metabólico total. Este resultado indica un incremento de la diversidad funcional, ya 
que las tasas relativas de consumo de los azúcares y aminoácidos tendieron a igualarse 
con las de los ácidos orgánicos, mostrando por tanto, perfiles metabólicos cuyas tasas 
relativas fueron proporcionalmente similares entre sí (Tabla 7). De forma similar a 
nuestras observaciones, Sradnick publicó que la adición de enmiendas orgánicas al 
suelo produce un incremento de la diversidad funcional de su microbiota. En concreto, 
describió una correlación negativa entre la diversidad funcional y un incremento en el 
consumo absoluto de los ácidos orgánicos y, por el contrario, positiva con el 
incremento del consumo absoluto de los azúcares y aminoácidos (Sradnick et al., 
2013), de manera parecida a nuestras observaciones. Por tanto, la disminución del 
consumo de los ácidos orgánicos en suelos enmendados podría ser un rasgo 
característico de este tipo de prácticas. 
Sin embargo, puesto que los ácidos orgánicos, como los usados en nuestro 
experimento, también se degradan de forma rápida por las poblaciones del suelo (van 
Hees et al., 2005), ¿cuál sería entonces el motivo de que los ácidos orgánicos no se 
consumieran a tasas relativas tan elevadas? Una posible razón podría relacionarse con 
la integración de los ácidos en las células microbianas. Al parecer estos compuestos 
precisan de un gasto de ATP elevado para su integración (van Hees et al., 2005), lo que 
dificultaría su mineralización, en comparación con otras sustancias fáciles de degradar. 
También, otros factores como el pH podrían influir sobre los perfiles de consumo, 
como revela un ensayo de los perfiles metabólicos de suelos agrícolas (Wakelin et al., 
2008). En el trabajo de Wakelin se relacionó un descenso del pH en el suelo con un 
menor metabolismo del ácido aspártico (sustrato no empleado en nuestro trabajo) y, 
por el contrario, con un incremento en el consumo de sustratos como la lisina y la 
arginina, como también ocurre en nuestro análisis. De esta manera, se podría pensar 
que el estrés que produce la variación del pH, junto con el incremento masivo de los 
nutrientes, podría seleccionar microorganismos que crecieran más rápidamente 
merced a poder consumir mejor ese tipo de sustratos (azúcares y aminoácidos). En la 
misma línea, aunque desde el punto de vista contrario, Pailler observó que la 
naturaleza química de los compuestos de los suelos de bosques de coníferas, cuyos 
desechos vegetales son más recalcitrantes, seleccionaron un tipo de microorganismos 
que degradaban los compuestos más complejos de forma preferente (Pailler et al., 
2014). Al igual que este caso, los suelos que han sufrido un incendio y han perdido 
hasta un 80 % de su biomasa microbiana (en concreto de ectomicorrizas) disminuyen 
la cantidad de ácidos carboxílicos presentes en ellos, disminuyendo su 
biodisponibilidad para las bacterias y, por tanto, pudiendo seleccionar 
microorganismos entre las cuales no se encuentra un consumo preferente de esos 
ácidos (Banning et al., 2012). 
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Si trasladamos estos razonamientos a nuestro ensayo, se podría decir que la 
presión que ejercen las enmiendas, debida a cambios químicos principalmente, 
permitiría seleccionar aquellas poblaciones cuyo metabolismo se basó en el consumo 
preferente de azúcares, reduciendo, por tanto, la parte correspondiente al consumo 
de los ácidos orgánicos. 
 
3.6.3 ¿A qué puede deberse la duración de las alteraciones del 
perfil metabólico de los suelos tratados y las oscilaciones en 
el número de alteraciones? 
Las alteraciones registradas en los perfiles metabólicos de los suelos tratados 
perduraron hasta el final de los análisis. Los datos edáficos, después de dos años de 
análisis, siguieron mostrando cantidades ligeramente elevadas de compuestos de 
carbono orgánico, como Lp1, Lp2 y carbono soluble en las parcelas enmendadas. Esto 
indica que las dosis que se aplicaron fueron elevadas, haciendo que su efecto 
perdurase en el tiempo y mantuvieran la selección de poblaciones cuyo metabolismo 
se basó principalmente en el consumo de compuestos lábiles. El transcurso del tiempo 
debería dar lugar a un estado metabólico similar al del suelo control, porque la 
proporción de nutrientes añadidos se va reduciendo. Sin embargo, en otros trabajos 
analizados durante un tiempo considerablemente más largo (superior a los veinte 
años), el perfil de los consumos se mantuvo alterado en función de otros factores 
como el desarrollo vegetal que se derivó de la aplicación de las enmiendas (Bastida et 
al., 2013). 
También hemos comprobado que los suelos tratados poseen un perfil de 
consumo muy diferente al del suelo control especialmente en las estaciones más frías, 
donde se contabiliza un número de diferencias significativas comparativamente mayor 
que las observadas durante los perfiles de los muestreos más calurosos (Figura 20). En 
un principio, esta disminución de las diferencias entre los suelos tratados y el control 
podría deberse al efecto que provocaría una elevación de la temperatura ambiental. 
Esta elevación incrementaría la actividad metabólica general de los microorganismos 
del suelo (Qiu et al., 2005; Fierer et al., 2006; Poulsen et al., 2012), sin distinción de si 
fue tratado o no con enmiendas, que produciría un consumo incrementado e 
inespecífico de los sustratos, mostrando un perfil metabólico similar entre todas las 
muestras, lo que se traduciría en un número menor de diferencias entre los suelos 
tratados y el control. En cambio, en los muestreos de invierno, el frío podría disminuir 
la actividad metabólica general de los suelos tratados y del suelo control, pero de una 
forma más notable en este último ya que carece del efecto protector de los lodos los 
cuales incrementan el número de agregados, el contenido de humedad (Singh y 
Agrawal, 2008), y la cantidad de nutrientes incrementándose, por tanto, el número de 
diferencias significativas en el perfil metabólico de los suelos tratados con enmiendas 
(B, A y N) con respecto al control (S). 
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3.6.4 ¿Existe algún rasgo característico capaz de discriminar el 
uso de las diferentes enmiendas en el suelo? 
La utilización del consumo de los ácidos orgánicos como indicador del estado 
funcional del suelo se ha comprobado en suelos rehabilitados, destacándose 
especialmente el poder discriminatorio de las poblaciones presentes de aquellos 
ácidos químicamente más complejos (Banning et al., 2012). La excreción de ácidos 
orgánicos por parte de las raíces de las plantas está considerada como un mecanismo 
de obtención de micronutrientes como el hierro y el manganeso en suelos con 
deficiencias nutricionales (Chishaki y Horiguchi, 1997; Jones, 1998) que, al mismo 
tiempo, promueve el desarrollo de poblaciones microbianas predispuestas a 
metabolizarlos (Banning et al., 2012). Dentro de los ácidos orgánicos, el ácido 
protocatéquico (ácido fenólico) está considerado como un compuesto difícil de 
metabolizar, y por esta razón se usa como marcador de la capacidad de degradación 
de compuestos recalcitrantes como la lignina (Campbell et al., 1997; Iwagami et al., 
2000). Aunque las tasas relativas de consumo de los ácidos orgánicos disminuyeron en 
los suelos tratados en general, de forma particular el consumo relativo del ácido 
protocatéquico disminuyó notablemente. Posiblemente las altas dosis de enmiendas 
orgánicas aplicadas, las cuales aumentaron la proporción de sustratos fácilmente 
degradables, podrían disminuir la proporción de microorganismos genéticamente 
preparados para la degradación de estos compuestos más complejos de dos maneras. 
Por un lado, favoreciendo la selección de poblaciones bacterianas oportunistas con un 
comportamiento nutricional copiotrófico que tengan un consumo preferente por los 
sustratos más sencillos (Fierer et al., 2012a; Sradnick et al., 2013). Y por otro lado, 
disminuyendo la capacidad de las poblaciones de degradar compuestos más 
recalcitrantes como, por ejemplo, el ácido protocatéquico. De hecho, hemos podido 
detectar una correlación negativa y significativa entre el consumo del ácido 
protocatéquico y la cantidad de carbono orgánico (r=-0,40; P<0,05), la de Lp1 (r=-0,38; 
P<0,05) y la de Lp2 (r=-0,40; P<0,05). En el trabajo de Banning, la ausencia de contacto 
entre los microorganismos y algunas sustancias químicamente complejas, sumado a la 
presencia de fertilizantes añadidos, contribuyó a la disminución del metabolismo de 
estas sustancias complejas por parte de las poblaciones microbianas (Banning et al., 
2012). Así, un hecho similar podría estar sucediendo en nuestros suelos tratados con 
enmiendas orgánicas. 
En cambio, en varios estudios de suelos tratados con enmiendas orgánicas a 
dosis elevadas se ha detectado lo contrario, es decir, el desarrollo de bacterias capaces 
de metabolizar compuestos complejos como el ácido protocatéquico, además de 
compuestos lábiles (Marwati et al., 2003; El Azhari et al., 2012). Según El Azhari (2012) 
la adición repetida (19 años) de enmiendas orgánicas a altas dosis favorecería la 
adaptación de las poblaciones del suelo a la degradación de los compuestos 
aromáticos como el ácido protocatéquico (El Azhari et al., 2012). Sin embargo, con 
nuestra metodología no se ha observado que se haya alcanzado dicho estado en la 
microbiota del suelo, ya que las tasas de consumo del ácido protocatéquico 
permanecieron bajas por regla general, sugiriendo que las poblaciones del suelo en el 
plazo de dos años no fueron capaces de degradar ese tipo de sustancias más 
recalcitrantes, tal y como sugieren los estudios mencionados. A diferencia de aquellos 
trabajos, en el nuestro la enmienda se aplicó en un solo momento y no de forma 
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reiterada. Tras estas reflexiones se puede concluir que el ácido protocatéquico no fue 
discriminativo entre las enmiendas utilizadas, aunque sí nos fue válido para indicar la 
presencia de cualquier enmienda orgánica en el suelo. 
Por otro lado, los resultados mostraron que el estudio detallado de algunos 
aminoácidos que se comportan de una forma fuera de la tendencia general (es decir, 
cuyas tasas de consumo disminuyeron) podría arrojar información acerca de la 
presencia de alguna enmienda en particular. Este fue el caso de la disminución del 
consumo de la lisina en algunos muestreos de los suelos B y A. Sin embargo, no se han 
encontrado trabajos en la literatura científica que aportaran más información acerca 
de este comportamiento, los cuales ayudaran a apoyar esta observación. En referencia 
al consumo de los azúcares, aunque algunos autores han documentado el incremento 
en el consumo de N-acetil-glucosamina (NAG) en los suelos enmendados con compost 
(Cordovil et al., 2011), en nuestro ensayo solo hemos podido documentar ese 
incremento en los primeros muestreos de los suelos tratados con LANAE (suelos N) 
(Tabla 13) que, sin embargo, no se traducen en un incremento del consumo 
estandarizado por unidad de biomasa (Figura 21). 
Frente a la dificultad de encontrar en nuestros análisis un sustrato concreto 
cuyo consumo permitiera identificar un suelo tratado con una enmienda en particular, 
mediante la relativización de la tasa de consumo con respecto a la biomasa se 
pudieron observar rasgos más generales de cómo se consumieron los sustratos en su 
conjunto (Figura 21). De esta manera, por ejemplo, en el suelo B se observó un mayor 
número de sustratos cuyo consumo por unidad de biomasa fue superior al del suelo 
sin tratar, durante los primeros muestreos. En cambio, en los suelos A y N, el número 
de sustratos que se consumieron con una mayor eficiencia con respecto al suelo 
control fue menor que en B. Este hecho podría considerarse como un rasgo 
discriminatorio del empleo de este tipo de enmiendas compostadas, las cuales tienen 
una mayor proporción de compuestos complejos (Pascual et al., 1997). De esta 
manera, las poblaciones del suelo B parecen tener un perfil de consumo más amplio y 
diverso ya que son capaces de degradar un mayor número de sustancias, mientras que 
en los suelos A y N el espectro de consumo parece menos diverso, centrado en un 
menor número de sustratos. Una de las razones que podrían explicar esta diferencia se 
encontraría en la elevada cantidad de compuestos lábiles en las enmiendas LAE y 
LANAE, la cual pudo haber seleccionado poblaciones con un metabolismo más 
oportunista que las del suelo B y, por tanto, con una diversidad funcional más 
restringida (aunque siempre mayor que la del suelo sin enmendar) (Yang et al., 
2000);(Chaudhry et al., 2012). Cabe recordar que en los procesos de elaboración de los 
lodos utilizados (LAE y LANAE) no se utilizó el tratamiento térmico típico de las 
enmiendas compostadas, haciendo que éstos contuvieran una mayor proporción de 
compuestos de fácil degradación (Thuy et al., 2014). En cambio, en las enmiendas 
compostadas, la variedad de compuestos de diferente complejidad pudo promover 
que el perfil de consumos en el suelo B fuera más diverso, al menos a corto plazo 
desde el momento de la adición de las enmiendas. Consideramos, por tanto, que esta 
forma de analizar los perfiles de consumo podría ser útil para mostrar o definir a corto 
plazo, no solo la diversidad funcional, sino la capacidad de consumo de los sustratos de 
diferentes tipos de suelos. Pero, ¿existiría algún sustrato capaz de aportar una 
información más concreta? 
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Aunque los sustratos elegidos para la determinación de los perfiles metabólicos 
tienen un origen natural y por esta razón su estudio debería aportar un gran 
significado ecológico (Campbell et al., 1997), el uso de la técnica en varios 
experimentos no ha reportado un gran número de sustratos o conjunto de sustratos 
discriminatorios asociados a un estado metabólico concreto, debido a la dificultad de 
realizar esta asociación (Chen et al., 2008). En nuestro análisis hemos podido detectar 
el consumo preferente de la arginina, tanto a nivel relativo como a nivel absoluto, por 
lo que se podría proponer como un indicador del uso de las enmiendas en el suelo. El 
incremento del consumo de arginina también fue reseñado por Wakelin aunque, en 
este caso, en suelos naturales, observándose una fuerte asociación con valores bajos 
de pH del suelo (4,3-5,9) (Wakelin et al., 2008). En nuestro trabajo el descenso del pH 
fue debido a la degradación de la materia orgánica presente tras la adición de las 
enmiendas (Franco-Otero et al., 2012) y, quizá, esta acidificación motivó el incremento 
del consumo de este sustrato, aunque no hemos encontrado correlación estadística 
entre ambos fenómenos. De igual manera, también pudimos observar que el consumo 
de la glucosa se encontró incrementado tanto a nivel absoluto como relativo en 
muchos de los muestreos. Sin embargo, el incremento de la eficiencia del consumo de 
este sustrato fue solamente destacable en los suelos tratados un año después de 
aplicarse las enmiendas, por lo que podría tratarse de un indicador tardío de su 
presencia en el suelo. Por último, el incremento del consumo del ácido cítrico en el 
primero de los muestreos del suelo B mostró un patrón diferente al del resto de los 
ácidos orgánicos, cuyo consumo relativo disminuye por regla general en los suelos 
tratados (Figura 21). El consumo que destacamos de esta tríada de sustratos (ácido 
cítrico, glucosa y arginina) ha sido propuesta anteriormente, por su supuesto poder 
discriminatorio entre poblaciones muy similares entre sí en suelos adyacentes a 
explotaciones mineras (Chen et al., 2008). Además, esta selección escoge un 
representante de cada uno de los grupos químicos estudiados con el sistema 
MicroRespTM (ácidos, azúcares y aminoácidos), como también se ha hecho 
anteriormente intentando relacionar el comportamiento del consumo de algunos 
sustratos con las poblaciones presentes en el suelo (Eilers et al., 2010). Por lo tanto, 
consideramos que el análisis en profundidad de un número más limitado de sustratos 
podría ser suficiente para obtener resultados concluyentes en estudios similares en el 
futuro. 
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3.7 Conclusiones 
1. La adición de enmiendas al suelo produce un cambio en el perfil de consumo de 
una serie de sustratos que es distinto en función del tipo de enmienda 
utilizada. 
2. Por regla general, el consumo de azúcares y aminoácidos se incrementó, 
mientras que el de ácidos orgánicos disminuyó, probablemente por el 
desarrollo de poblaciones oportunistas en el suelo que presentan un consumo 
preferente por los primeros. 
3. El consumo del ácido protocatéquico disminuyó en las parcelas enmendadas 
posiblemente debido al incremento de la cantidad de compuestos lábiles de 
carbono fáciles de metabolizar. 
4. El análisis del número de alteraciones significativas totales del consumo y de los 
valores de qCO2 de los sustratos permitió comprobar que los efectos de la 
aplicación de enmiendas perduraron más de dos años, lo que indica que la 
repercusión metabólica de las dosis aplicadas ha de medirse en plazos de 
tiempo superiores a los dos años. 
5. Los consumos de arginina, glucosa, ácido cítrico y ácido protocatéquico fueron 
característicos de la presencia en los suelos de enmiendas orgánicas por lo que 
podrían ser utilizados como marcadores para determinar la existencia de 
alteraciones en el suelo. 
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Capítulo IV 
4 Análisis de la composición bacteriana de 
suelos agrícolas tras la aplicación de 
enmiendas orgánicas  
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4.1 Resumen 
La generación de residuos procedentes de los desechos urbanos y de la 
depuración de aguas es una consecuencia directa del desarrollo demográfico e 
industrial. Una de las formas de reutilizar estos residuos consiste en su aplicación 
como enmienda en suelos degradados o en suelos agrícolas. No obstante, el uso de 
enmiendas orgánicas en el suelo altera sus propiedades químicas, físicas o biológicas, 
entre las que se encuentra la estructura de las poblaciones microbianas. 
En este trabajo hemos analizado durante un periodo de 30 meses los cambios 
que se producen en las poblaciones bacterianas de un suelo agrícola en el que se 
aplicaron distintas enmiendas orgánicas, compostadas (basura compostada) y no 
compostadas (lodos de depuradora aerobio y anaerobio), a una elevada concentración 
(160 Mg ha-1). El análisis de las poblaciones en las muestras de suelo y en las 
enmiendas orgánicas se ha llevado a cabo mediante técnicas moleculares de 
secuenciación masiva (pirosecuenciación) del gen 16S bacteriano. Para un mejor 
manejo, las secuencias también fueron agrupadas en clústeres dando lugar a OTUs 
(operational taxonomic units), con los que se describieron los cambios más relevantes 
que sufrieron las poblaciones de los suelos tratados. 
Los resultados revelaron modificaciones de carácter general en los suelos 
enmendados, como el incremento de la abundancia de algunos filos de bacterias 
habituales en el suelo (Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes 
y Verrucomicrobia), el incremento de otros menos frecuentes (Nitrospira y 
Deinococcus-Thermus) y la disminución de otros (Acidobacteria, Cyanobacteria y 
Planctomycetes). El incremento del contenido de materia orgánica y su naturaleza 
química contribuyó de forma significativa a las modificaciones que se registraron en las 
poblaciones bacterianas de los suelos. Por otra parte, la distinta composición 
bacteriana de las enmiendas orgánicas aplicadas produjo variaciones en la abundancia 
de algunos grupos bacterianos que señalaron un comportamiento característico de la 
enmienda aplicada. En este sentido, el lodo anaerobio fue la enmienda que produjo los 
cambios más relevantes en el suelo (en el filo Synergistetes y las clases Clostridia, 
Erysipelotrichi, Bacteroidia y Anaerolineae). Por último, los OTUs analizados en este 
estudio ayudaron a proponer nuevos marcadores del uso de enmiendas orgánicas y, 
en concreto, de la aplicación de lodos de depuradora. 
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4.2 Introducción 
El desarrollo urbano genera una gran cantidad de desechos que han de ser 
tratados para evitar la contaminación del medio ambiente. A partir de ellos se pueden 
elaborar una serie de productos que tras ser procesados y acondicionados pueden ser 
usados como enmiendas orgánicas en suelos degradados o agrícolas. Sin embargo, la 
adición de estas enmiendas orgánicas en el suelo puede alterar las características 
físicas, químicas y biológicas del mismo, entre las que se encuentra la estructura de sus 
poblaciones microbianas. Así, la modificación de la microbiota del suelo podría 
provocar efectos adversos a nivel ambiental y/o sanitario. Diversos estudios describen 
el conjunto de cambios que se producen en suelos tratados con enmiendas orgánicas 
(Marschner et al., 2003; Enwall et al., 2007; Allison y Martiny, 2008; Poulsen et al., 
2012). 
Dentro de los factores que pueden relacionarse con la enmienda orgánica, la 
naturaleza química de éstas constituye un factor clave para determinar cómo cambian 
las poblaciones del suelo (Pérez-Piqueres et al., 2006). En principio, el contenido 
elevado de materia orgánica de las enmiendas constituye el motivo principal por el 
que se producen modificaciones de la estructura de la microbiota del suelo (Bastida et 
al., 2008a; García-Orenes et al., 2013). Concretamente, la cantidad y la complejidad 
química de los compuestos orgánicos de carbono (García et al., 1992), junto con el tipo 
de compuestos de nitrógeno que forman estos desechos (Fierer et al., 2012a), son 
aspectos que hay que considerar cuando se realiza su aplicación. 
Diversas investigaciones señalan que el contenido de nutrientes en el suelo es 
fundamental para describir la composición de su microbiota, y este contenido se 
incrementa normalmente cuando se añaden al suelo enmiendas orgánicas, como son 
los lodos de depuradora o residuos sólidos urbanos. Por tanto, desde un punto de vista 
basado en la estrategia ecológica y nutricional de los microorganismos, parece ser que 
principalmente los cambios producidos en la estructura de las poblaciones tras la 
aplicación de enmiendas son debidos a la proliferación de poblaciones bacterianas 
oportunistas relacionadas con el incremento de la cantidad de nutrientes, 
especialmente los que se degradan más fácilmente (Fierer et al., 2007; Bastida et al., 
2013). Estos grupos microbianos oportunistas poseen un tipo nutricional copiotrofo 
con una estrategia ecológica de tipo r, es decir, que se caracterizan por consumir 
principalmente formas lábiles de carbono, requerir concentraciones nutricionales 
elevadas y exhibir tasas de crecimiento y actividad también elevadas. Este sería el 
caso, por ejemplo, de bacterias de la clase Betaproteobacteria o del filo Bacteroidetes 
(Fierer et al., 2007; Bastida et al., 2013; Ding et al., 2013). Por el contrario, otros 
grupos bacterianos, como el filo Acidobacteria entre otros, se han relacionado con una 
baja concentración de nutrientes en el suelo, debido a su metabolismo oligotrófico 
(Fierer et al., 2012a). Aparte de los factores relacionados con la modificación química 
producida por las enmiendas orgánicas, existen otros factores físico-químicos, que se 
modifican en el suelo por la aplicación de las enmiendas, como son el pH, la 
conductividad eléctrica (CE), la estabilidad física del suelo o la humedad, los cuales 
pueden afectar a la abundancia y a la distribución de la microbiota del suelo (Girvan et 
al., 2003; Fierer y Jackson, 2006; Lauber et al., 2008; Turbé et al., 2010). 
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Por otra parte, la composición microbiana de las enmiendas orgánicas, las 
cuales poseen un alto contenido de microorganismos procedentes de los propios 
residuos fecales, así como de los procesos tecnológicos llevados a cabo para su 
obtención (Bitton, 2010), podría influir sobre las poblaciones autóctonas del suelo, 
debido a su posible transmisión desde los residuos (Ros et al., 2006a). De esta manera, 
la adición de estos microorganismos podría desequilibrar, al menos temporalmente, la 
distribución de las poblaciones del suelo tratado, introduciendo, incluso, posibles 
microorganismos patógenos para la salud humana y/o vegetal (Zhang et al., 2009). 
Por lo tanto, la aplicación de enmiendas orgánicas modifica las poblaciones 
microbianas del suelo, pudiendo provocar alteraciones de su papel ecológico en los 
ciclos biogeoquímicos o introduciendo microorganismos potencialmente patógenos 
que podrían transmitirse a los cultivos vegetales de los suelos agrícolas o provocar la 
contaminación de aguas. Estas consideraciones constituyen razones suficientes para el 
estudio de la composición de la microbiota de los suelos tratados con enmiendas 
orgánicas. De esta manera, en este trabajo nos planteamos la hipótesis de que, dentro 
de la complejidad del análisis, han de existir marcadores concretos que delaten la 
aplicación de enmiendas orgánicas en agricultura. Sin embargo, no hemos detectado 
en la literatura científica consultada estudios que identifiquen algún marcador 
bacteriano concreto para la determinación de la presencia o del uso de enmiendas 
orgánicas en suelos agrícolas. Solamente conocemos datos previos de nuestro grupo 
de trabajo en los que se propusieron algunos marcadores tras la aplicación de lodos de 
depuradora (Gondim-Porto, 2012). Por esta razón, hemos realizado un estudio durante 
30 meses utilizando una cantidad elevada de lodos de depuradora o residuos sólidos 
urbanos compostados para determinar la evolución de las poblaciones microbianas de 
un suelo agrícola y proponer marcadores de la aplicación de estas enmiendas 
orgánicas. 
 
4.3 Objetivos específicos 
 Describir de forma detallada los cambios producidos en la composición 
bacteriana del suelo tras la adición de distintas enmiendas orgánicas 
comparativamente con un suelo control durante un periodo de 30 meses. 
 Identificar marcadores bacterianos que permitan detectar el uso de enmiendas 
orgánicas en el suelo. 
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4.4 Materiales y métodos 
En este apartado se recuerdan detalles generales relativos al diseño 
experimental (explicados en el Capítulo II) y se explican las particularidades 
metodológicas del análisis de las poblaciones bacterianas. 
 
4.4.1 Obtención de secuencias a partir de DNA del suelo 
Las poblaciones bacterianas fueron analizadas en las muestras de suelo 
mediante la secuenciación masiva (pirosecuenciación) de los fragmentos amplificados 
del gen 16S bacteriano. Se analizaron las poblaciones de las muestras de suelo tratado 
con distintas enmiendas (suelos B, A y N), las cuales fueron contrastadas con las 
analizadas en el suelo control (suelo S). 
La localización de las parcelas, la distribución de las enmiendas, la descripción 
de las muestras y del muestreo se detalla en los apartados 2.4.1 y 2.4.2 
correspondientes al diseño experimental (Capítulo II). En la Tabla 14 se recuerda el 
calendario de muestreo. 
 
 
 
Tabla 14. Resumen de los muestreos de suelo para la determinación de los perfiles 
de las poblaciones bacterianas. 
Las lodos de depuradora LAE y LANAE se aplicaron al suelo 6 meses después que la 
BC. Las letras indican las estaciones del año: otoño (O); invierno (I); primavera (P) y 
verano (V). Para consultar los datos climatológicos completos véase ANEXO 1. 
 
4.4.1.1 Extracción del DNA del suelo y elaboración de las minigenotecas 
del gen rRNA 16S 
Las muestras de suelo para los análisis moleculares fueron recogidas en tubos 
de tipo Falcon y almacenadas a -80 °C hasta el momento de su análisis. Para cada tipo 
suelo tratado (S, B, A y N), en cada uno de los muestreos (del 0 al 10 para S y B; y del 
0 al 8 para A y N), se recogieron 3 tubos (réplicas). En total 40 muestras de suelo que 
junto con las 3 muestras de enmiendas (BC, LAE y LANAE) sumaron 43, a partir de las 
cuales se generaron 43 colecciones (minigenotecas) de un fragmento del gen que 
codifica el rRNA de la subunidad 16S del ribosoma procariota. 
Número de muestreo 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Suelo S (control) S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Suelos B B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Suelos A A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Suelos N N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Estación O I P V O I P V O I P
Año 2009
Resumen de los muestreos
2010 2011 2012
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La elaboración de las minigenotecas se realizó de la siguiente manera: 
partiendo de las tres réplicas de cada muestra de suelo, almacenadas en tubos Falcon, 
se extrajo el DNA total a partir de 250 mg de muestra homogeneizada (por duplicado) 
mediante un kit comercial de extracción de DNA de suelo de acuerdo con las 
especificaciones del fabricante (PowerSoil® DNA Isolation Kit, MO BIO Laboratories, 
Inc.). De esta manera, se obtuvieron un total de 6 extracciones de cada muestra (véase 
el ejemplo para el muestreo N3 en la Figura 22). La integridad del DNA total obtenido 
se comprobó mediante electroforesis en un gel de agarosa (0,9 %). Una vez 
comprobado, las extracciones de DNA se mezclaron de dos en dos en tubos Eppendorf, 
por lo que finalmente de cada tipo de suelo se obtuvieron 3 extractos de DNA total, 
uno por cada una de las 3 réplicas de cada suelo (Ejemplo: N3A, N3B y N3C). La 
determinación de la concentración del DNA extraído de los suelos de cada muestra se 
realizó mediante un kit comercial de cuantificación de DNA por fluorescencia (Quant-
iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit, Life Technologies). De los 3 tubos de DNA de cada 
muestra, se utilizaron 2 para la elaboración de las minigenotecas del gen 16S 
bacteriano (rRNA). El tubo restante se guardó para futuros experimentos (reserva). 
 
 
 
Figura 22. Obtención de las minigenotecas de los distintos muestreos. 
La muestra N3 se utiliza como ejemplo del procesamiento del DNA extraído del suelo. 
 
El proceso de obtención de las minigenotecas para su posterior 
pirosecuenciación consistió en 2 amplificaciones consecutivas mediante la técnica de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Figura 22). La primera de las 
amplificaciones (PCR 16S; Figura 22) se llevó a cabo para obtener el fragmento 16S 
completo a partir del DNA extraído de cada una de las muestras de suelo. El producto 
N3
Réplica 1
Réplica 2
250 mg
+ =
PCR 16S PCR piro
50 ng 5 ng
Extracción 
DNA total 
Réplica  3 (Reserva)
N3A
N3B
+ resto de 
muestras
=
43 
+ resto de 
muestras
2X
2X
4 x 43 = 172 
minigenotecas
379785 secuencias
(350 pb)
1600 pb 350 pb (c.u.)
N3A
Repetición
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de PCR así obtenido fue utilizado como molde en la subsiguiente amplificación (PCR 
piro; Figura 22) con los cebadores específicos diseñados para la generación de las 
secuencias que serían pirosecuenciadas (Tabla 15 y ANEXO 5: Tabla 63). La utilización 
de dos etapas de amplificación fue necesaria debido a la dificultad de amplificar el DNA 
extraído de suelo mediante los cebadores específicos de pirosecuenciación, como 
otros autores también han tenido ocasión de comprobar (Acosta-Martínez et al., 
2008). A continuación se explican de forma detallada ambas amplificaciones. 
La amplificación del gen que codifica el rRNA 16S (PCR 16S) se llevó a cabo 
usando 50 ng de DNA total extraído de cada suelo como molde de la reacción en un 
volumen total de 20 µL utilizando los cebadores E8F (5´-AGA-GTT-TGA-TCT-GGC-TCA-
G-3´) (forward) y U1510Ri (5´-CGG-TTA-CCT-TGTTAC-GAC-T-3´) (reverse) (0,3 µM), 
desoxinucleótidos trifosforilados (dNTP) (0,3 µM), 1,4 unidades de polimerasa Expand 
(Expand High Fidelity Enzyme, Roche), y 1 µL de BSA (0,5 mg/mL) (Sigma) como 
coadyuvante de la reacción. Estos cebadores son oligonucleótidos estándar descritos 
en la bibliografía (Baker et al., 2003). Los parámetros de amplificación consistieron en 
una primera etapa de desnaturalización de 5 minutos a 95 ˚C, seguido de 20 ciclos (de 
30 segundos a 95 ˚C, 60 segundos a 50 ˚C y 3 minutos a 72 ˚C), con una etapa final de 
elongación de 10 minutos a 72 ˚C. Posteriormente, se comprobó la existencia de un 
amplicón de aproximadamente 1600 pb en un gel de agarosa al 0,9 % mediante 
electroforesis (Figura 22). Los productos de esta primera amplificación fueron 
purificados mediante un kit comercial (GeneClean Turbo kit, MP Biomedicals), 
concentrados hasta el volumen original de la reacción (20 µL) y cuantificados mediante 
un kit comercial (Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit, Life Technologies) por 
fluorescencia en un fluorímetro multipocillo (Tecan Infinite F200, por cortesía del 
Departamento de Parasitología de la Facultad de Farmacia, UCM). 
En la segunda reacción (PCR piro) se amplificó un fragmento de 
aproximadamente 350 pb que se encuentra entre las regiones variables V4-V5 del gen 
16S. Optamos por amplificar esta región del gen debido a su elevada precisión de 
clasificación bacteriana (Claesson et al., 2010). Se siguieron las indicaciones del 
fabricante del aparato de secuenciación Genome sequencer FLX system (Roche 
Diagnostics GmbH y Roche Applied Science, 2009). Como DNA molde para esta 
segunda reacción de amplificación se utilizaron 5 ng de la solución de fragmentos 16S 
procedentes de la reacción anterior (PCR 16S), en donde se emplearon los cebadores 
forward V4f-XX (variables para cada muestra) (0,4 µM) y el cebador común reverse 
V5R-454 (0,4 µM) (Tabla 15 y Figura 23). Estos cebadores de amplificación (ANEXO 5: 
Tabla 63) para la obtención de las minigenotecas que fueron pirosecuenciadas fueron 
diseñados de acuerdo a las especificaciones de esta técnica (Roche Diagnostics GmbH y 
Roche Applied Science, 2009). Este tipo de cebadores presentan secuencias 
identificativas (Multiplex identifier, MID) para cada una de las muestra. De esta 
manera, se diseñaron 43 cebadores forward, uno por cada MID, que corresponden a 
cada una de las muestras (V4f-XX) y un solo reverse común a todas las amplificaciones 
(V5R-454) (Tabla 15 y Figura 23). Los parámetros de amplificación fueron: una primera 
etapa de desnaturalización de 5 minutos a 95 ˚C, seguido de 20 ciclos (de 50 segundos 
a 95 ˚C, 60 segundos a 52 ˚C y 45 segundos a 72 ˚C), con una etapa final de elongación 
de 10 minutos a 72 ˚C. Posteriormente se verificó la presencia de un amplicón de 
aproximadamente 350 pb en un gel de agarosa al 1,2 % mediante electroforesis. Los 
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productos de esta amplificación fueron purificados y su concentración fue medida por 
fluorescencia como se indica previamente. La concentración final de DNA fue ajustada 
a 10 ng µL-1. 
Resumiendo: de las 43 muestras (40 suelos y 3 residuos orgánicos) se 
obtuvieron 43 minigenotecas. De cada una de las 43 minigenotecas se mezclaron 5 µL 
en 1 único vial (Figura 22). Cada juego de minigenotecas se obtuvo a partir de 2 (de 
las 3) réplicas de cada muestra (por ejemplo, N3A y N3B) y este procedimiento se 
realizó 2 veces (es decir, 2 repeticiones), por lo que finalmente se obtuvieron un total 
de 4 viales (2 réplicas x 2 repeticiones). Por lo tanto, en definitiva se confeccionaron un 
total de 172 minigenotecas (43 muestras x 2 réplicas x 2 repeticiones). Los 4 viales se 
enviaron a secuenciar de forma independiente. 
 
 
 
 
Tabla 15. Cebadores utilizados para la generación de las minigenotecas para la 
secuenciación. 
Secuencia constante de los cebadores líder de pirosecuenciación (en azul), del único cebador 
reverso utilizado (en amarillo), la secuencia key específica de la metodología (en rojo), las 
secuencias de hibridación con el gen 16S (en verde) y los identificadores MID de cada muestra 
(en varios colores). “V4f-XX” indica un cebador cualquiera y “MIDX” un MID cualquiera de cada 
uno de los 43 utilizados (Tabla 63). 
 
5´ 3´
Nombre
Cebador líder pirosecuenciación    
(Primer-A forward) Universal
key
MID   
(identificador) 
variable
Unión al 16S                                         
(hebra líder) Universal
MID
V4f-S0 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ACGAGTGCGT AYTGGGYDTAAAGNG MID1
V4f-N3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCGATCACGT AYTGGGYDTAAAGNG MID42
V4f-XX CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ... AYTGGGYDTAAAGNG MIDX
5´ 3´
Nombre
Cebador reverso pirosecuenciación    
(Primer-B reverse) Universal
key
Unión al 16S                         
(hebra rezagada) 
Universal
V5r-454 CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC TCAG CCGTCAATTYYTTTRAGTTT
Cebador variable identificativo de cada minigenoteca
Cebador universal para todas las minigenotecas
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Figura 23. Esquema de la amplificación PCR piro para Genome sequencer FLX system. 
Secuencias forward o reverse que hibridan con el gen 16S (en verde). El MID es el identificador 
de la muestra (en gris). Key es una secuencia de nucleótidos requerida por el sistema antes del 
cebador específico (en rojo). Cebador líder (en azul) y cebador reverso (en amarillo). Para más 
información consultar en: http://www.454.com/glossary/. 
 
4.4.2 Procesamiento de las secuencias 
Las secuencias de las 172 minigenotecas se obtuvieron por pirosecuenciación 
mediante 454 GS-FLX (Macrogen, Korea, 10F, 254 Beotkkot-ro Geumcheon-gu. Seúl, 
República de Korea). En la Figura 24 se muestra el promedio de secuencias obtenidas 
por muestra, en el que se destaca el número tan elevado de secuencias para la 
muestra de enmienda BC. En cualquier caso, en todas las muestras se superaron las 
1000 secuencias. Para el procesamiento de las secuencias que se recibieron en 
formato fasta, se utilizó el programa Mothur (Schloss et al., 2009). Mothur es un 
programa bioinformático de libre acceso compatible con Windows que agrupa un gran 
número de acciones o comandos para la manipulación de secuencias de ácidos 
nucleicos. 
Cebador líder (Primer A-forward)
Cebador reverso 
(Primer B-reverse)
Key
KeyMID
Gen 16 S
MID variable según la muestra
“n” productos de 
PCR, clasificados 
con un MID por 
muestra
Genome sequencer
FLX system
20 ciclos
Vial para 
secuenciar
131 
 
 
4.4.2.1 Detección y eliminación de secuencias quimera 
Las quimeras son secuencias de DNA formadas por fragmentos procedentes de 
organismos diferentes. Se trata de un artefacto producido por la PCR y, aunque es 
poco habitual en técnicas de secuenciación masiva, puede producirse especialmente 
cuando los moldes de DNA que se amplifican poseen una gran similitud entre sí. 
Para eliminarlas del archivo de secuencias, utilizamos la aplicación Uchime que 
es un programa informático que usa un algoritmo para la detección de secuencias 
quiméricas (Edgar et al., 2011). En nuestro caso, se usó la herramienta que tiene 
Mothur para Uchime designada con el comando chimera.uchime (Comando 1): 
 
mothur> chimera.uchime(fasta=MMA2.S(0).fasta-MMA2.S(1).fasta-
MMA2.S(2).fasta-MMA2.S(3).fasta-(…)    f   n  =   va.g  d.a  gn  
processors=2) 
Comando 1. Detección de secuencias quimeras. 
fasta=minigenoteca; reference=colección de secuencias quimera; processors=número 
de procesadores utilizados. 
 
Este comando cumplió la función de resaltar las posibles secuencias quiméricas. 
Se usó como referencia una colección de secuencias quiméricas del Broad institute 
(http://www.broadinstitute.org/; Massachusetts, EEUU), adaptada para Mothur según 
el alineamiento de la base de datos de SILVA (http://www.arb-silva.de/) denominada 
silva.gold.align. El archivo de salida de esta operación generó dos archivos para cada 
una de las minigenotecas: uno con la extensión accnos, donde se recogen las 
secuencias marcadas como posibles quimeras y otro con la extensión chimera, que es 
un archivo con todas las secuencias en el que se resaltaron las quimeras. A partir del 
 
Figura 24. Número de secuencias por minigenoteca. 
Promedio (n=4) del número de secuencias por cada una de las 43 minigenotecas. 
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archivo accnos y ejecutando otro comando se procedió a la retirada de estas 
secuencias, marcadas como quimeras, del archivo que contenía todas las secuencias. 
Para acelerar el proceso de depuración de secuencias quimera, dado el elevado 
número de minigenotecas (172), se escribió un script en lenguaje Perl para ejecutar 
desde la consola de Windows a través de un programa llamado Strawberry 
(http://strawberryperl.com/). Este script cumplía con la orden de eliminar las 
secuencias marcadas como quimeras (presentes en el archivo accnos de esa misma 
minigenoteca) de los archivos con todas las secuencias de las minigenotecas (chimera). 
El archivo resultante se encontró limpio de secuencias quimera. Este proceso se aplicó 
a todos los archivos de secuencias de todas las minigenotecas, obteniéndose 172 
archivos en formato fasta sin quimeras, listos para poder realizar la clasificación 
taxonómica. 
Para comprobar la eficacia de la depuración de secuencias, de forma paralela al 
uso de Uchime, se procedió a la predicción de quimeras utilizando el programa 
Decipher (http://decipher.cee.wisc.edu/FindChimerasOutputs.html) para obtener otro 
resultado con el cual contrastar el obtenido con Uchime. Los resultados obtenidos con 
una serie de genotecas fueron muy similares, por lo que optamos por usar el algoritmo 
proporcionado por Uchime a través de Mothur, ya que es el método recomendado por 
Mothur y por Ribosomal Database Project (RDP; https://rdp.cme.msu.edu/) por su 
mayor sensibilidad. 
Como última comprobación, las secuencias marcadas como quimeras fueron 
también chequeadas aleatoriamente de forma manual con la herramienta de 
alineamiento local BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), donde se comprobó 
que aquella secuencia que había sido detectada como quimérica podía ser asignada 
secuencias pertenecientes a dos organismos incluso de filos distintos. 
 
4.4.3 Clasificación taxonómica de las secuencias 
Uno de los procedimientos que se aplicaron a las secuencias obtenidas (libres 
de quimeras) fue la asignación taxonómica directa de las secuencias (Figura 25). Para 
la asignación taxonómica de las secuencias se utilizó la herramienta web VAMPS 
(Visualization and Analysis of Microbial Population Structures; https://vamps.mbl.edu/) 
(The Josephine Bay Paul Center, Marine Biological Laboratory, Woods Hole, EEUU) 
(Huse et al., 2014). Los archivos de secuencias sin quimeras, en formato fasta, se 
enviaron a VAMPS a través de la opción de Community visualization para su 
clasificación mediante el uso de la base de datos RDP con una identidad del 80 % 
(valores por defecto de VAMPS). Los resultados se procesaron con Excel (Microsoft). 
Todos los análisis se relativizaron al 100 % calculándose así la abundancia relativa de 
cada uno de las asignaciones de la muestra sobre el total de las secuencias con 
asignación (que fue un 80 % aproximadamente). Esto fue necesario para establecer 
comparaciones entre las muestras, debido a la heterogeneidad existente en el número 
de secuencias obtenidas para cada una de las muestras. 
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4.4.4 Obtención de OTUs 
El otro procedimiento aplicado sobre las secuencias fue el de agruparlas en 
torno a secuencias de referencia (Figura 25). Para ello, en el presente trabajo 
utilizaremos el término OTU (Operational taxonomic unit) de la taxonomía numérica 
tradicional (Sneath y Sokal, 1973) para referirnos a un taxón bacteriano concreto, 
desde género hasta filo, indistintamente. Estos OTUs fueron utilizados como 
secuencias de referencia para cada uno de los grupos formados o clústeres de 
secuencias. 
La aplicación VAMPS ofrece la opción de clasificar nuestras secuencias en OTUs 
mediante el método CROP (Clustering 16S rRNA for OTU Prediction) (Hao et al., 2011), 
basado en una clasificación Bayesiana de las secuencias. Esta opción generó un archivo 
en formato fasta con una serie de secuencias de referencia (OTUs) a partir de las 
cuales se habían agrupado el resto de secuencias formando clústeres. Posteriormente, 
estas secuencias de referencia fueron alineadas e identificadas por medio de la opción 
Classify de la página web del servidor Greengenes (http://greengenes.lbl.gov/cgi-
bin/nph-index.cgi), utilizando la taxonomía de RDP. Pero, para que Greengenes 
realizara la clasificación de las secuencias hubo que formatear las secuencias para que 
fueran compatibles con la aplicación web. Para ello, se alinearon en Mothur, utilizando 
el comando align.seqs, con la base de secuencias “core_set_aligned.fasta.imputed” 
proporcionada por Greengenes para que tuvieran el formato NAST (Nearest Alignment 
Space Termination) (DeSantis et al., 2006), necesario para el uso de la opción Classify 
en Greengenes (Comando 2). 
 
mothur>align.seqs(candidate=CROP750_1050.txt,template=core_set_aligned
.imputed.fasta, processors=3) 
Comando 2. Conversión de las secuencias referencia en formato NAST para la 
clasificación en Classify de Greengenes. 
candidate=secuencia de referencia objetivo; template=secuencia modelo en formato 
NAST; processors=número de procesadores utilizados. 
 
Greengenes asignó a cada secuencia de referencia un OTU (organismo) 
concreto, por lo que finalmente se confirió una identidad a las secuencias obtenidas 
dentro de un mismo clúster (OTU). Tras la asignación de Greengenes se desecharon las 
secuencias de referencia que no fueron asignadas a ningún OTU (3,1 % de las 
secuencias) y aquellas que fueron asignadas al OTU 117 Unclassified (7,1 %) (Figura 
25). Posteriormente, mediante un proceso de criba se realizó una selección de aquellos 
OTUs más relevantes en nuestro estudio. 
 
4.4.4.1 Procedimientos para la selección de OTUs: criba 
Con el fin de seleccionar aquellos OTUs que mostraron una mayor 
representación en número y un mayor reparto entre minigenotecas, se aplicaron los 
siguientes criterios en un proceso que hemos denominado como criba. 
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Criterios aplicados en la criba: 
-Criterio de cantidad absoluta: El OTU que pasó esta selección estuvo 
respaldado por un mínimo de 10 secuencias en el conjunto de todos los muestreos de 
ese tipo de enmienda o suelo. 
-Criterio de representatividad: las secuencias de ese OTU estuvieron presentes 
en al menos 3 de las 4 minigenotecas de la misma muestra en un muestreo concreto.  
De esta manera, al pasar esta criba, se seleccionó cualquier OTU que tuviese 
importancia en términos de representación y que ostentara en términos de 
abundancia un número de secuencias suficiente en algún muestreo del experimento. 
 
 
 
Figura 25. Esquema del procesamiento de las secuencias. 
Las secuencias siguieron dos procedimientos en función del tipo de análisis: 
Clasificación taxonómica o la obtención de OTUs. 
 
Con este proceso de selección se logró una reducción considerable del número 
de OTUs, estimada en un 25-40 % de los OTUs de las enmiendas y cercana al 45 % de 
los OTUs de las muestras de suelo. El número de OTUs final que se manejó a partir de 
entonces fue de 63, 66 y 54 para BC, LAE y LANAE, respectivamente, y de 171, 177, 174 
y 184 para los suelos S, B, A y N, respectivamente, todos ellos presentes en las 
muestras mencionadas, pero no de forma exclusiva, ya que pudieron formar parte de 
varias muestras al mismo tiempo (Figura 25). 
 
379.785
secuencias
brutas
21751
(5,72 %)
358.034
Uchime (mothur)
Clasificación taxonómica
VAMPS (RDP; 80 %)
6052 clústeres 
(1 secuencia de referencia)
1. Formateo NAST (mothur)
2. Asignación RDP 
(Classify de Greengenes)
492 clústeres no asignados
(11.083 secuencias)
521 clústeres  asignados al 
OTU 117 (unclassified)
(25.514 secuencias)
5039 clústeres-OTUs asignados  (sin ordenar)
633 clústeres-OTUs asignados 
(321.437 secuencias netas)
Enmiendas (OTUs 
no exclusivos 
de cada conjunto)
BC          (63) 
LAE (66)
LANAE  (54)
Suelos  (OTUs no exclusivos) 
Control (S)                        (171)
Tratado con BC (B)         (177)
Tratado con LAE (A)       (174)
Tratado con LANAE (N)  (184)
Criba de 
OTUs 
Obtención 
de OTUs
(CROP)
Ordenación de los OTUs 
eliminando los repetidos
135 
 
4.4.5 Terminología utilizada para el análisis de las secuencias y 
de los OTUs 
Alteración, cambio o diferencia: aquella cualidad taxonómica del suelo tratado 
(B, A o N) (abundancia relativa, de una secuencia o de un OTU) cuyo valor difiere de 
forma estadísticamente significativa (P<0,05) con respecto al valor de la misma 
cualidad del suelo control de referencia (S). Las alteraciones pueden tener dos 
tendencias: Incrementada, cuando el valor de la cualidad de la muestra tratada supera 
al del suelo control, e inhibida cuando se encuentra por debajo de éste. En referencia 
al momento en el que se manifiesta dicha alteración puede ser temprana si lo hace 
dentro de los primeros 4 muestreos (primer año) y tardía si se manifiesta 
posteriormente. Esta clasificación temporal se basó en el análisis realizado a distintos 
niveles taxonómicos, donde se observa que los cambios registrados en los primeros 4 
muestreos (muestreos del 0 al 3) fueron los más importantes, porque a partir del 
cuarto muestreo se produce una inflexión en el número de cambios totales en las 
clases bacterianas (las cuales constituyen un nivel taxonómico suficientemente 
sensible a los cambios, como se comprueba en la mayor parte de los estudios 
taxonómicos publicados). Una razón adicional fue que con estos 4 muestreos se 
cumple un año desde la aplicación de la enmienda (un ciclo hidrológico con sus 4 
estaciones climáticas). 
Con respecto a su grado de aparición la alteración puede ser exclusiva, cuando 
aparece en un solo tratamiento o común cuando aparece en más de un suelo tratado. 
 
 
Tabla 16. Asignación de colores para los 
distintos filos bacterianos. 
Esta asignación se utiliza durante todo el 
trabajo para referirnos a los distintos filos 
clases o taxones inferiores de bacterias 
que los integran, incluidos los OTUs. 
 
4.4.6 Tratamientos estadísticos 
Los procedimientos estadísticos del análisis se detallan en el apartado 2.4.7 
Tratamientos estadísticos (Capítulo II). Las matrices de correlación se encuentran en el 
ANEXO 4 (Tabla 60, Tabla 61 y Tabla 62) 
 
Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Chloroflexi
Cyanobacteria
Deinococcus-Thermus
Firmicutes
Gemmatimonadetes
Nitrospira
Planctomycetes
Proteobacteria
Synergistetes
Verrucomicrobia
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4.4.7 Validación del esfuerzo de muestreo mediante curvas de 
rarefacción 
En la Figura 26 se muestran las curvas de rarefacción de los distintos 
tratamientos (suelos B, A y N), del suelo control (suelo S) y de las enmiendas orgánicas 
(BC, LAE y LANAE). En ellas se puede apreciar que se alcanzó prácticamente una 
asíntota en las curvas, ya que la identificación de géneros bacterianos nuevos no se 
incrementó de manera significativa al incrementarse el número de secuencias 
analizadas. Esto significa que el número de secuencias observadas fue suficiente para 
describir la diversidad de las muestras mediante el método empleado. 
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Figura 26. Curvas de 
rarefacción del suelo control 
(S), suelos enmendados (B, 
A y N) y residuos orgánicos. 
Se representan las curvas de 
rarefacción conjuntas de 
todos los muestreos de cada 
tipo de suelo. Suelo 
control (S), suelos tratados 
(B, A y N) y residuos 
orgánicos (BC, LAE y LANAE), 
respectivamente. Se muestra 
el número de géneros de 
bacterias distintos, descritos 
tras la comparación de las 
secuencias obtenidas con las 
bases de datos. 
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4.5 Resultados 
En primer lugar, describimos las poblaciones bacterianas presentes en las 
enmiendas antes de ser aplicadas al suelo. Posteriormente, mostramos el análisis de la 
composición bacteriana del suelo control (S) y de los tratados con enmiendas (B, A y 
N). Esta descripción se realizó a nivel de filo y de clase bacteriana. A partir de los 
resultados más generales, se representaron aquellos cuyos grupos bacterianos 
mostraron los comportamientos más destacables. Por último, se analizaron los OTUs 
más relevantes presentes en las enmiendas. 
4.5.1 Análisis microbiológico de los residuos orgánicos 
Los residuos orgánicos procedentes de la depuración de las aguas residuales 
urbanas o del compostaje de los residuos sólidos urbanos están compuestos por un 
elevado número de microorganismos. En este sentido, consideramos fundamental 
conocer la composición microbiana de las enmiendas añadidas al suelo control, dado 
que algunos de los microorganismos presentes en las mismas podrían indicar su uso en 
el suelo. 
4.5.1.1 Filos bacterianos presentes en las enmiendas 
A partir de la identificación de las secuencias obtenidas de las enmiendas 
orgánicas, por comparación con las bases de datos se obtuvo la composición de los 
filos presentes en la basura compostada (BC), en el lodo aerobio (LAE) y en el lodo 
anaerobio (LANAE) (Tabla 17). 
 
 
 
Tabla 17. Composición de los filos bacterianos presentes en las enmiendas orgánicas. 
Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual, representados con un 
gradiente de color (de menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estándar 
medio se representa en la columna adyacente. BC, basura compostada, LAE, lodo 
aerobio, LANAE, lodo anaerobio. 
 
Filo Filo Filo
Acidobacteria 4,49 2,52 Acidobacteria 0,27 0,06
Actinobacteria 3,71 0,29 Actinobacteria 11,59 0,62 Actinobacteria 1,57 0,18
Bacteroidetes 5,91 0,28 Bacteroidetes 0,74 0,05 Bacteroidetes 5,46 0,50
Chloroflexi 0,05 0,04 Chloroflexi 2,05 0,32 Chloroflexi 16,50 1,02
Deinococcus-Thermus 3,69 0,48
Firmicutes 53,85 10,80 Firmicutes 53,94 0,89 Firmicutes 50,37 1,23
Gemmatimonadetes 1,27 0,74
Nitrospira 0,08 0,05
Planctomycetes 2,77 1,51 Planctomycetes 0,57 0,15 Planctomycetes 3,46 0,63
Proteobacteria 23,13 6,15 Proteobacteria 30,68 1,16 Proteobacteria 19,63 1,36
Spirochaetes 0,05 0,05
Synergistetes 0,17 0,06 Synergistetes 2,38 0,33
Verrucomicrobia 1,02 0,60 Verrucomicrobia 0,24 0,15
TM7 0,26 0,05
BC LAE LANAE
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La abundancia relativa de los filos Firmicutes y Proteobacteria supuso cerca de 
tres cuartas partes de la abundancia total de cada una de las enmiendas. En el lodo 
aerobio (LAE) no solo estos dos filos fueron los más importantes, sino que 
Actinobacteria también mostró una abundancia relativa elevada (11,59 %). Por otro 
lado, en la composición del lodo anaerobio (LANAE), los filos Chloroflexi (16,50 %), 
Planctomycetes (3,46 %) y Synergistetes (2,38 %) mostraron valores de abundancia 
más elevados que en el resto de los residuos. En cambio, en la basura compostada (BC) 
los filos bacterianos Acidobacteria (4,49 %), Deinococcus-Thermus (3,69 %), 
Gemmatimonadetes (1,27 %) y Nitrospira (0,08 %) mostraron una presencia exclusiva 
en este tipo de enmienda (Tabla 17). 
En la Figura 27 se agrupan los filos en varios conjuntos, en función de su 
detección en varias enmiendas al mismo tiempo (comunes) o no (exclusivos). Se 
aprecia que los filos Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes, 
Firmicutes y Chloroflexi se detectaron en las tres enmiendas (intersección con valor 6), 
mientras que los filos Acidobacteria y Verrucomicrobia fueron observados solamente 
en BC y LANAE (intersección con valor 2). En cambio, el filo Synergistetes fue un filo 
bacteriano típico de lodos (LAE y LANAE) (intersección con valor 1). Pero además, se 
observaron filos específicos de algunas enmiendas, como los filos Deinococcus-
Thermus, Nitrospira y Gemmatimonadetes en BC (3), el filo TM7 en LAE (1) o el filo 
Spirochaetes en LANAE (1). 
 
 
Figura 27. Filos bacterianos comunes 
y exclusivos presentes en las 
distintas enmiendas utilizadas. 
El diagrama de Venn se realizó con los 
datos de la Tabla 17 usando la 
aplicación disponible en la página 
web del instituto VIB (Gante, Bélgica) 
http://bioinformatics.psb.ugent.be/w
ebtools/Venn/. 
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4.5.1.2 Clases bacterianas presentes en las enmiendas 
En la enmienda BC, la proporción de bacterias de la clase Bacilli (52,34 % del 
total de las clases) supuso casi la totalidad de la abundancia del filo Firmicutes (97,2 % 
del total del filo). Sin embargo, en los lodos LAE y LANAE al contrario que en BC, la 
clase Clostridia fue la que mostró una abundancia relativa predominante, 
especialmente en LANAE (48,13 %) donde apenas se detectó la clase Bacilli (0,12 %). 
Otro aspecto destacable fue la ausencia de secuencias correspondientes a las bacterias 
de las clases del filo Acidobacteria y Verrucomicrobia en LAE y casi indetectables en 
LANAE, abundantes, sin embargo, en la enmienda BC. En el lodo LAE, la abundancia 
relativa de las clases Actinobacteria (11,59 %) y Alphaproteobacteria (24,16 %) fue 
especialmente superior. Mientras que en el caso del lodo LANAE, la presencia de las 
clases Anaerolineae (18,01 %) y Deltaproteobacteria (12,76 %) fue característica en su 
composición (Tabla 18). 
 
 
 
Tabla 18. Composición de las clases bacterianas presentes en las enmiendas 
orgánicas. 
Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual, representados con un 
gradiente de color (de menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estándar 
medio se representa en la columna adyacente. Basura compostada (BC), lodo aerobio 
(LAE) y lodo anaerobio (LANAE). 
Clase BC Clase LAE Clase LANAE
Gp18 0,01 0,01
Gp3 0,39 0,20 Gp3 0,02 0,02
Gp4 0,95 0,55
Gp6 2,72 1,54 Gp6 0,09 0,04
Gp7 0,20 0,15 Gp7 0,17 0,07
Actinobacteria 3,71 0,29 Actinobacteria 11,59 0,62 Actinobacteria 1,72 0,18
Flavobacteria 4,22 0,95
Bacteroidia 0,63 0,09 Bacteroidia 2,67 0,38
Sphingobacteria 1,27 0,60 Sphingobacteria 0,01 0,01 Sphingobacteria 0,28 0,06
Deinococci 3,69 0,48
Anaerolineae 1,99 0,31 Anaerolineae 18,01 1,02
Thermomicrobia 0,02 0,02
Cyanobacteria 0,02 0,02
Bacilli 52,34 10,39 Bacilli 14,53 0,81 Bacilli 0,12 0,06
Clostridia 0,99 0,44 Clostridia 38,19 0,99 Clostridia 48,73 1,49
Erysipelotrichi 0,54 0,15 Erysipelotrichi 0,87 0,15
Gemmatimonadetes 1,27 0,74
Nitrospira 0,08 0,05
Planctomycetacia 2,77 1,51 Planctomycetacia 0,57 0,15 Planctomycetacia 3,79 0,63
Alphaproteobacteria 7,72 3,22 Alphaproteobacteria 24,16 1,59 Alphaproteobacteria 4,67 0,64
Betaproteobacteria 7,06 0,97 Betaproteobacteria 2,61 0,31 Betaproteobacteria 2,61 0,23
Deltaproteobacteria 0,88 0,46 Deltaproteobacteria 12,76 0,73
Gammaproteobacteria 6,50 1,09 Gammaproteobacteria 3,76 0,32 Gammaproteobacteria 0,53 0,07
Spirochaetes 0,06 0,05
Synergistia 0,17 0,06 Synergistia 2,60 0,33
Opitutae 0,14 0,08
Spartobacteria 0,19 0,13
Subdivision3 0,35 0,21 Subdivision3 0,18 0,10
Subdivision5 0,06 0,03
Verrucomicrobiae 0,17 0,14 Verrucomicrobiae 0,03 0,03
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Aunque sus proporciones fueron distintas, en cada tipo de enmienda se 
detectaron ocho clases bacterianas comunes a todas las enmiendas (intersección 
central con 8 clases en la Figura 28): Alphaproteobacteria, Planctomycetacia, 
Sphingobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria, Clostridia, Bacilli y 
Gammaproteobacteria. 
 
Figura 28. Clases bacterianas 
comunes o exclusivas presentes en 
las distintas enmiendas utilizadas. 
El diagrama de Venn se realizó con los 
datos de la Tabla 18 usando la 
aplicación disponible en la página 
web del instituto VIB (Gante, Bélgica) 
http://bioinformatics.psb.ugent.be/w
ebtools/Venn/. 
 
Entre las enmiendas BC y LANAE se detectaron 6 clases bacterianas en común: 
Gp7, Verrucomicrobiae, Deltaproteobacteria, Subdivision3, Gp3 y Gp6, varias de ellas 
de los filos Acidobacteria y Verrucomicrobia. Y entre los dos tipos de lodos (LAE y 
LANAE) se detectaron cuatro: Synergistia, Erysipelotrichi, Bacteroidia y Anaerolineae. 
Por otro lado, existen clases bacterianas detectadas de forma exclusiva en cada 
enmienda, siendo BC la que mayor número mostró (7): Gp4, Deinococci, Flavobacteria, 
Spartobacteria, Nitrospira, Gemmatimonadetes y Opitutae. Por su parte, de manera 
exclusiva, en los lodos se detectó la presencia de una clase en LAE: Thermomicrobia y 4 
clases en LANAE: Subdivision5 (Verrucomicrobia), Cyanobacteria, Spirochaetes y Gp18. 
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4.5.1.3 Descripción de los OTUs bacterianos presentes en las enmiendas 
Las secuencias fueron agrupadas en OTUs (Operational Taxonomic Units), los 
cuales mostraron los organismos más relevantes presentes en los residuos orgánicos. 
Como se puede observar en el listado de la Tabla 19, la abundancia relativa de los dos 
primeros OTUs de cada enmienda representó entre un 25 % y un 40 % de la 
abundancia relativa total. El resto de los OTUs mostrados, aproximadamente a partir 
del tercer OTU más abundante de cada enmienda, mostraron una abundancia por 
debajo del 10 %, siendo éste el principal motivo por el cual se decidió presentar 
solamente los nueve OTUs más abundantes. 
 
 
Aunque los OTUs predominantes correspondieron al filo Firmicutes, la 
distribución de los mismos fue diferente en cada enmienda. Así, los OTUs de la clase 
Bacilli (805 y 758) destacaron en BC. En cambio en LAE los OTUs fueron tanto de las 
clases Bacilli como de Clostridia (805 y 876). Los OTUs de la clase Clostridia fueron 
predominantes en LANAE (1017 y 969). Este resultado coincidió con el del análisis de 
las clases bacterianas (Tabla 18). Por otra parte, los OTUs de las clases del filo 
Proteobacteria también son abundantes pero con una distribución diferente. Así, en 
BC se observó un OTU de la clase Betaproteobacteria (1334), en LAE varios de la clase 
Alphaproteobacteria (1122, 1205 y 1157) y en LANAE de la clase Deltaproteobacteria 
(1548). Además de estos dos grupos más predominantes, el OTU 658 (familia 
Anaerolineaceae; filo Chloroflexi) fue detectado en ambos lodos (LAE y LANAE), pero 
con una mayor abundancia en el LANAE (17,10 %). 
Además del análisis de los OTUs más abundantes de cada una de las 
enmiendas, se han determinado los OTUs comunes y exclusivos de los diferentes 
residuos independientemente de su abundancia relativa (Figura 29). Mediante este 
enfoque, de combinaciones de OTUs exclusivos y comunes, se observó la composición 
general de los OTUs en las diferentes enmiendas orgánicas. Se pudo destacar que los 
OTUs de Proteobacteria estuvieron presentes en todas las combinaciones. Aparte de 
Proteobacteria, en la combinación de las tres enmiendas se observaron OTUs de los 
filos Actinobacteria, Firmicutes, Planctomycetes. Como se observó en el análisis de los 
filos y las clases, los OTUs de Acidobacteria se detectaron en las enmiendas BC y 
 
 
Tabla 19. OTUs con mayor abundancia relativa en las enmiendas. 
Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual de los OTUs más 
abundantes de las tres enmiendas, ordenados de mayor a menor. 
OTU OTU OTU
805 Planococcaceae (Bacilli) 32,17 805 Planococcaceae (Bacilli) 13,80 658 Anaerolineaceae (Chlor.) 17,10
758 Bacillus 9,93 1122 Rhodoplanes (Alphaprot.) 13,42 1017 Clostridia 17,04
1058 Planctomycetaceae 4,71 876 Peptostreptococcus (Clostri.) 7,16 969 Clostridiales 9,70
1334 Alcaligenaceae (Betap.) 4,68 154 Actinomyces 6,17 1548 Syntrophaceae (Deltapr.) 7,33
763 Geobacillus (Bacilli) 4,51 898 Clostridium 6,14 877 Sporacetigenium (Clostri.) 6,29
675 Truepera (D-Therm.) 4,46 969 Clostridiales 5,75 934 Anaerovorax (Clostri.) 5,85
611 Salinimicrobium (Bactero.) 4,28 1205 Rhodobacter (Alphapr.) 3,98 846 Eubacteriaceae (Clostri.) 4,06
773 Oceanobacillus (Bacilli) 3,86 934 Anaerovorax (Clostridia) 3,64 898 Clostridium 3,25
136 Gp6 3,67 1157 Rhizobiales (Alphapr.) 3,64 1058 Planctomycetaceae 2,70
72,25 63,70 73,32
LANAELAEBC
Total abundancia relativaTotal abundancia relativaTotal abundancia relativa
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LANAE. En los grupos de lodos (LAE/LANAE) se observaron OTUs del filo Synergistetes 
(1879) y la presencia del OTU 658 Chloroflexi. También destacaron los OTUs 675 de 
Deinococcus-Thermus y 1042 Gemmatimonadetes en BC. El rigor de los criterios de 
selección de los OTUs contribuyó a que no aparecieran OTUs del filo Verrucomicrobia, 
a pesar de haberse observado secuencias de este grupo de bacterias en el análisis de 
los filos. 
 
 
 
Figura 29. OTUs comunes o exclusivos en las enmiendas utilizadas. 
Distribución de los OTUs en función de su presencia en una o en varias enmiendas. El 
diagrama de Venn se realizó con la aplicación disponible en la web del instituto VIB 
(Gante, Bélgica) http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. 
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4.5.2 ¿Cuál fue la variación general de los grupos bacterianos? 
Las secuencias obtenidas mediante pirosecuenciación permitieron describir 
molecularmente la estructura de las poblaciones bacterianas de los suelos tratados 
con residuos orgánicos y, por tanto, cuantificar los cambios de abundancia relativa de 
los distintos grupos taxonómicos a lo largo del tiempo. A partir de la abundancia 
relativa porcentual, se determinaron las diferencias estadísticamente significativas de 
cada uno de los filos y clases bacterianas entre los suelos enmendados (B, A y N) y el 
suelo control (S), a lo largo de 11 muestreos en el caso del suelo tratado con basura 
compostada BC (Tabla 53 y Tabla 54) y de 9 muestreos en los suelos tratados con 
lodos LAE (Tabla 55 y Tabla 56) y LANAE (Tabla 57 y Tabla 58). Los resultados 
detallados se incluyen en el ANEXO 3. 
Frente a la variabilidad encontrada en este análisis, hemos preferido realizar un 
análisis global promedio de la diferencia de la abundancia relativa de filos y clases con 
el fin de hallar resultados más relevantes que nos permitieran definir mejor los 
cambios de las poblaciones a nivel general. Hay que tener en cuenta que al realizar el 
análisis de esta manera se pierde el componente temporal y los grandes cambios 
ocurridos en algún periodo específico del año pudieron enmascarar algunas 
alteraciones pequeñas. 
 
4.5.2.1 Variación general de los filos bacterianos 
Las diferencias porcentuales de las abundancias relativas en los suelos tratados 
con respecto al suelo control (ratio %) indican que las poblaciones bacterianas variaron 
en términos generales en los suelos tratados (Tabla 20). La abundancia relativa media 
de algunos filos bacterianos como Acidobacteria, Actinobacteria y Planctomycetes 
disminuyó en todos los suelos tratados. Por el contrario, la abundancia relativa media 
de las bacterias del filo Deinococcus-Thermus, Nitrospira y Proteobacteria se 
incrementó de forma general. El resto de los filos mostraron diferentes 
comportamientos en función de la enmienda que se adicionó al suelo. Por ejemplo, la 
abundancia del filo Bacteroidetes sufrió un incremento en el suelo B, mientras que 
disminuyó en los suelos A y N. En cambio, la abundancia del filo Firmicutes descendió 
en el suelo B y se incrementó cuando se añadieron los lodos (suelos A y N). Por otro 
lado, la abundancia media del filo Chloroflexi se redujo muy levemente en los suelos B 
y A, mientras que en el suelo N se observó lo contrario, un aumento notable (128,9 %). 
La abundancia media porcentual del filo Cyanobacteria disminuyó de forma muy 
marcada en los suelos B (-87,6 %) y N (-79,8 %), mientras que se incrementó en el 
suelo A. Las diferencias de los valores de abundancia relativa correspondientes al filo 
Gemmatimonadetes fueron variables dependiendo del tipo de tratamiento, pero sin 
mostrar variaciones muy destacables. La abundancia media del filo Verrucomicrobia se 
incrementó especialmente en los suelos B, mientras que en el suelo A se produjo un 
descenso moderado y en los suelos N apenas cambió. Se puede destacar la presencia 
exclusiva de las bacterias del filo Synergistetes en los muestreos de suelo N. 
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Tabla 20. Abundancia media de los filos de los suelos enmendados en todos los 
muestreos. 
Abundancia relativa porcentual media de los filos bacterianos de los muestreos de 
suelo control (S) y los suelos tratados (S-B, n=11; S-A, n=9; S-N, n=9) coloreadas en 
función de si hubo un incremento o una disminución. La columna “ratio %” contiene la 
variación porcentual del suelo tratado respecto del suelo control. Las variaciones 
negativas se muestran en azul, las variaciones cercanas a cero en blanco y las 
variaciones positivas en rojo. Las letras representan la inicial de cada filo bacteriano. 
 
  
Filo S B ratio % S A ratio % S N ratio %
Acidobacteria 26,69 23,32 -12,6 A 24,42 20,21 -17,2 A 24,42 17,97 -26,4
Actinobacteria 3,82 3,23 -15,3 A 4,17 3,16 -24,2 A 4,17 3,30 -20,9
Bacteroidetes 2,12 2,99 41,2 B 2,14 1,79 -16,4 B 2,14 1,55 -27,5
Chloroflexi 0,25 0,25 -0,7 C 0,28 0,27 -6,7 C 0,28 0,65 128,9
Cyanobacteria 0,72 0,09 -87,6 C 0,85 1,52 78,5 C 0,85 0,17 -79,8
Deinococcus-Thermus 0,13 0,18 43,9 D 0,14 0,20 46,5 D 0,12 0,29 134,4
Firmicutes 6,74 5,06 -24,9 F 6,61 7,43 12,4 F 6,61 13,18 99,4
Gemmatimonadetes 4,25 4,63 9,0 G 3,53 3,65 3,5 G 3,53 3,15 -10,6
Nitrospira 0,21 0,31 47,0 N 0,17 0,38 122,0 N 0,17 0,41 140,5
Planctomycetes 8,85 6,52 -26,3 P 9,32 8,71 -6,6 P 9,32 6,85 -26,6
Proteobacteria 44,45 50,23 13,0 P 46,66 51,15 9,6 P 46,66 50,63 8,5
Synergistetes 0 0 0,0 S 0 0 0,0 S 0 0,40 100,0
Verrucomicrobia 1,68 3,09 84,6 V 1,63 1,41 -13,3 V 1,63 1,68 3,3
Suelo tratado con BC Suelo tratado con LAE Suelo tratado  con LANAE
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4.5.2.2 Variación general de las clases bacterianas 
Aunque la abundancia media de todas las clases bacterianas sufrió alguna 
modificación en términos generales, solamente la abundancia relativa media de las 
clases Alphaproteobacteria, Deinococci, Nitrospira y Verrucomicrobiae se incrementó 
en más de un 10 % en los tres suelos enmendados. También se pueden destacar otros 
cambios relevantes no tan generales. Por ejemplo, en los suelos tratados B y A, se 
detectó un incremento superior al 10 % de la abundancia media de las clases 
bacterianas Gp7 y Spartobacteria. Por otra parte, la presencia relativa de las clases 
bacterianas Subdivision3 (del filo Verrucomicrobia) y Gp10 se incrementó en los suelos 
B y N. En los suelos tratados con lodos, suelos A y N, se observó el incremento de las 
clases bacterianas Erysipelotrichi, Clostridia, Gammaproteobacteria y Thermomicrobia. 
La abundancia media de las clases Flavobacteria, Sphingobacteria, Betaproteobacteria, 
Opitutae y Chloroflexi aumentó de forma exclusiva en los suelos B, mientras que la 
abundancia de la clase Cyanobacteria lo hizo solamente en los suelos A. En el caso de 
los suelos N, las clases cuya abundancia se incrementó de forma más destacada fueron 
Synergistia, Epsiloproteobacteria y Anaerolineae (Tabla 21). 
Por el contrario, la abundancia relativa media de algunas clases bacterianas 
como Caldilineae, Actinobacteria y varias del filo Acidobacteria (Gp1, Gp3, Gp5, Gp6, 
Gp9 y Gp17) disminuyó en más de un 10 % cuando se añadieron cualquiera de los tres 
residuos orgánicos. La presencia de bacterias de la clase Anaerolineae en los suelos B y 
A, Planctomycetacia y Cyanobacteria en los suelos B y N, y Deltaproteobacteria, 
Flavobacteria, Sphingobacteria y Opitutae en los suelos tratados con lodos (A y N) 
también disminuyó. De una manera exclusiva se observó un descenso superior al 10 % 
de la abundancia de las clases bacterianas Clostridia en los suelos B, Subdivision3 (filo 
Verrucomicrobia) en los suelos A y Gp4, Spartobacteria, Betaproteobacteria, 
Gemmatimonadetes y Chloroflexi en los suelos N (Tabla 21). 
En resumen, se puede decir que la mayor parte de las clases del filo 
Acidobacteria sufrieron una disminución general de su abundancia media cuando se 
aplicaron las enmiendas en el suelo. La abundancia media de las clases Actinobacteria 
y Planctomycetacia también disminuyó al igual que la abundancia media de sus 
respectivos filos. En el nivel taxonómico de clase bacteriana se puede observar que 
Bacilli y Deltaproteobacteria también sufrieron un descenso de su abundancia media 
en los tres suelos tratados, aunque la abundancia de sus filos bacterianos no 
disminuyera, lo que indica que algunos filos haya que estudiarlos en función de las 
clases que lo componían. Por otro lado, la abundancia relativa media de las clases 
Deinococci, Nitrospira, Alphaproteobacteria y Verrucomicrobiae se incrementó de 
forma general en los tres suelos enmendados. La abundancia media de algunas clases 
bacterianas a lo largo de todos los muestreos en los suelos tratados podría marcar el 
uso de un determinado tratamiento en el suelo, por ejemplo, la de la clase Synergistia 
en los suelos N o la clase Erysipelotrichi en los suelos tratados con lodos (suelos A y N). 
No obstante, para lograr una mayor precisión, su estudio ha de realizarse muestreo a 
muestreo. 
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Tabla 21. Abundancia media de las clases de los suelos enmendados en todos los 
muestreos. 
Abundancia relativa porcentual media de las clases de los muestreos de suelo control 
(S) y los suelos tratados (S-B, n=11; S-A, n=9; S-N, n=9) coloreadas en función de si se 
incrementó o disminuyó. La columna “ratio %” contiene la variación porcentual del 
suelo tratado respecto del suelo control. Las variaciones negativas se muestran en 
azul, las variaciones cercanas a cero en blanco y las variaciones positivas en rojo. Las 
letras representan la inicial de cada clase bacteriana. 
 
  
Clase S B ratio % S A ratio % S N ratio %
Gp1 0,34 0,10 -70,8 G 0,33 0,19 -43,1 G 0,33 0,08 -77,2
Gp10 0,73 1,09 48,8 G 0,63 0,59 -5,8 G 0,63 1,14 82,3
Gp17 0,81 0,46 -43,2 G 0,59 0,47 -19,4 G 0,59 0,26 -55,0
Gp25 0,21 0,06 -69,6 G 0,19 0,17 -9,5 G 0,19 0,13 -30,6
Gp3 2,33 1,46 -37,5 G 2,64 1,61 -38,9 G 2,64 1,29 -51,3
Gp4 2,56 2,73 6,6 G 2,38 2,44 2,3 G 2,38 1,58 -33,5
Gp5 0,70 0,33 -52,8 G 0,60 0,31 -47,6 G 0,60 0,24 -60,3
Gp6 17,47 15,61 -10,6 G 15,78 13,15 -16,7 G 15,78 12,13 -23,1
Gp7 1,04 1,27 22,2 G 0,89 1,02 15,2 G 0,89 0,87 -1,7
Gp9 0,13 0,07 -45,3 G 0,10 0,07 -32,6 G 0,10 0,06 -37,5
Actinobacteria 3,85 3,20 -16,8 A 4,17 3,16 -24,2 A 4,17 3,30 -20,9
Flavobacteria 0,10 0,21 100,4 F 0,13 0,06 -49,7 F 0,13 0,03 -74,3
Sphingobacteria 1,75 2,31 32,1 S 1,82 1,47 -19,3 S 1,82 1,00 -45,2
Anaerolineae 0,05 0,03 -36,8 A 0,06 0,03 -42,8 A 0,06 0,40 567,0
Caldilineae 0,07 0,05 -16,6 C 0,08 0,06 -23,9 C 0,08 0,04 -43,0
Chloroflexi 0,02 0,03 88,1 C 0,02 0,02 -8,2 C 0,02 0,00 -76,4
Thermomicrobia 0,01 0,00 -57,0 T 0,01 0,02 117,8 T 0,01 0,03 319,7
Cyanobacteria 0,72 0,09 -87,2 C 0,85 1,52 78,5 C 0,85 0,17 -79,8
Deinococci 0,13 0,18 43,3 D 0,12 0,18 47,9 D 0,12 0,29 134,4
Bacilli 5,26 4,46 -15,2 B 5,42 5,12 -5,4 B 5,42 5,40 -0,4
Clostridia 0,99 0,40 -60,3 C 0,82 1,92 135,5 C 0,82 7,44 811,9
Erysipelotrichi 0,00 0,00 E 0,00 0,01 100,0 E 0,00 0,04 100,0
Gemmatimonadetes 4,32 4,56 5,7 G 3,53 3,65 3,5 G 3,53 3,15 -10,6
Nitrospira 0,22 0,31 38,3 N 0,17 0,38 122,0 N 0,17 0,41 140,5
Planctomycetacia 8,83 6,55 -25,9 P 9,32 8,71 -6,6 P 9,32 6,85 -26,6
Alphaproteobacteria 23,09 28,86 25,0 A 22,81 26,19 14,8 A 22,81 30,41 33,4
Betaproteobacteria 8,24 10,07 22,2 B 9,43 8,98 -4,8 B 9,43 8,33 -11,6
Deltaproteobacteria 4,19 3,82 -8,8 D 4,63 3,29 -29,1 D 4,63 2,16 -53,4
Epsilonproteobacteria 0,00 0,00 E 0,00 0,00 E 0,00 0,28 100,0
Gammaproteobacteria 5,62 5,11 -9,0 G 6,32 10,86 71,9 G 6,32 7,81 23,7
Synergistia 0,00 0,00 S 0,00 0,00 S 0,00 0,09 100,0
Opitutae 0,42 0,69 63,9 O 0,41 0,36 -11,4 O 0,41 0,31 -23,5
Spartobacteria 0,14 0,46 229,3 S 0,12 0,15 25,2 S 0,12 0,10 -19,9
Subdivision3 0,82 1,22 48,9 S 0,79 0,70 -11,7 S 0,79 1,05 32,5
Verrucomicrobiae 0,05 0,37 648,8 V 0,05 0,06 11,0 V 0,05 0,09 59,8
Suelo tratado con LANAESuelo tratado con LAESuelo tratado con BC
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4.5.3 Análisis de las poblaciones bacterianas del suelo B 
4.5.3.1 Filos bacterianos del suelo B 
Los filos bacterianos que mayor número de alteraciones mostraron tras la 
aplicación de BC fueron Acidobacteria (con 7 muestreos en los que mostraron 
diferencias significativas), Bacteroidetes (8) y Proteobacteria (7). Por el contrario, el filo 
Deinococcus-Thermus fue el que menos alteraciones mostró (1), y lo hizo un año 
después de la aplicación de BC en el suelo (muestreo B7) (Tabla 22). 
 
Paradójicamente, el primero de los muestreos (B0) no fue el que registró el 
mayor número de alteraciones significativas (4 alteraciones), aspecto que sí se pudo 
contemplar en los siguientes muestreos B1 y B8 con 7 alteraciones cada uno. Los 
muestreos que presentaron un menor número de alteraciones fueron B2 (3, en 
primavera) y, por otro lado, los dos últimos muestreos B9 (2, invierno) y B10 (3, 
primavera), donde se aprecia un descenso significativo del número de alteraciones. La 
abundancia de la mayor parte de los filos (6 de 11) disminuyó cuando se añadieron las 
enmiendas. Solamente se incrementó la de los filos Gemmatimonadetes, 
Proteobacteria y Verrucomicrobia (Tabla 22). 
Prácticamente todos los filos bacterianos mostraron alteraciones tempranas 
(dentro de los primeros 4 muestreos). Únicamente los filos Actinobacteria y 
Deinococcus-Thermus mostraron sus alteraciones de forma tardía ya que lo hicieron en 
 
Tabla 22. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con BC a lo largo de los 
muestreos. 
Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) de la abundancia porcentual 
de los distintos grupos entre el suelo tratado (B) y el control, para cada uno de los 
muestreos (de B0 a B10). La diferencia positiva se indica con una flecha hacia arriba y 
la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en función de si incrementa o 
disminuye su presencia con respecto al control). En la columna con valores numéricos 
y en la fila inferior se indican el número total de alteraciones detectadas en cada grupo 
bacteriano o muestreo, respectivamente. Estaciones del año: otoño (O); invierno (I); 
primavera (P); verano (V). 
Filo bacteriano B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Acidobacteria 7
Actinobacteria 3
Bacteroidetes 8
Chloroflexi 3
Cyanobacteria 4
Deinococcus-Thermus 1
Firmicutes 5
Gemmatimonadetes 5
Planctomycetes 4
Proteobacteria 7
Verrucomicrobia 6
4 7 3 4 4 4 6 9 7 2 3
O I P V O I P V O I P
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los muestreos del segundo año (B4 en adelante). En la Tabla 23 solo se muestran 
aquellos que mostraron alteraciones tempranas. 
 
 
 
Tabla 23. Influencia de los factores tratamiento y muestreo sobre las alteraciones 
tempranas de los filos en el suelo tratado con BC a lo largo de los muestreos. 
Se muestran los filos cuyas alteraciones fueron tempranas. Los muestreos sombreados 
indican que el factor tratamiento explicó una mayor parte de la varianza. Las celdas 
bordeadas de forma más intensa indican que no hubo interacción significativa entre 
los factores. Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) entre la presencia 
de los distintos grupos del suelo tratado (B) respecto del control, para cada uno de los 
muestreos (de B0 a B10). La diferencia positiva se indica con una flecha hacia arriba y 
la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en función de si se incrementa o se 
inhibe su presencia con respecto al control). En la columna con valores numéricos y en 
la fila inferior se indican el número total de alteraciones detectadas en cada grupo 
bacteriano o muestreo, respectivamente. Estaciones del año: otoño (O); invierno (I); 
primavera (P) y verano (V). 
 
Para estimar la influencia de los factores tratamiento y muestreo en las 
poblaciones bacterianas del suelo se realizó un ANOVA de dos factores de forma 
análoga a la realizada en el caso del análisis metabólico (3.5 Resultados del 
Capítulo III). El primero de los factores se estudió a lo largo de dos niveles, suelo sin 
tratar (S) y suelo tratado con basura compostada (B) y el segundo factor con un total 
de once niveles (desde el muestreo 0 hasta el 10). Los resultados del ANOVA 
(integrados en la Tabla 23) indicaron que, por regla general, las diferencias de la 
abundancia relativa se podían explicar por la combinación de ambos factores, debido a 
que en la mayor parte de los análisis existía una interacción significativa entre ellos. No 
obstante, a pesar de ello y con el objetivo de conocer cuál de los dos factores tenía 
más peso, se utilizó la proporción de la varianza que explica cada uno de ellos por 
separado. Como se muestra en la Tabla 23, los únicos filos que mostraron una mayor 
influencia por parte del factor tratamiento fueron Firmicutes (hasta el quinto 
muestreo) y Planctomycetes (hasta el segundo). En estos casos, la abundancia relativa 
de ambos valores disminuyó con la aplicación de BC y este comportamiento se 
manifestó a lo largo de diversos muestreos. 
Filo bacteriano B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Acidobacteria 7
Bacteroidetes 8
Chloroflexi 3
Cyanobacteria 4
Firmicutes 5
Gemmatimonadetes 5
Planctomycetes 4
Proteobacteria 7
Verrucomicrobia 6
4 7 3 4 4 3 6 7 7 1 3
O I P V O I P V O I P
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4.5.3.2 Clases bacterianas del suelo B 
Las clases bacterianas que mostraron un mayor número de cambios a lo largo 
del análisis fueron Sphingobacteria (con 9 muestreos en los que aparecieron 
alteraciones) y la clase Alphaproteobacteria (7), cuya abundancia se incrementó 
significativamente de forma regular durante los ocho primeros muestreos (Tabla 24). 
Al igual que en el estudio de los filos, en el primero de los muestreos (B0) no 
fue donde se registró el mayor número de alteraciones (10). Sin embargo, en el 
segundo muestreo (B1) y en el tercero (B2) se observó un mayor número de 
alteraciones (15, primavera). Posteriormente se detectó un descenso (7, invierno), 
observándose nuevamente un incremento en torno a los muestreos B6 y B7 (16, 
verano) y tras los cuales se observó de nuevo un descenso en el número de 
alteraciones en el último de los muestreos (1, primavera). 
A pesar del descenso significativo de la abundancia del filo Acidobacteria con 
respecto el suelo control (como se comprobó en la Tabla 22), la composición de las 
clases de este filo presentó resultados diversos cuando se añadió BC, ya que algunas se 
incrementaron y otras disminuyeron con respecto al control (Tabla 24). En cambio, la 
abundancia de las clases que componían el filo Firmicutes (Bacilli y Clostridia) sí que 
sufrió un descenso generalizado al compararse con su abundancia en el suelo control, 
tal y como se observó en el análisis de los filos. La abundancia relativa de las clases de 
Proteobacteria, excepto la de la clase Deltaproteobacteria, se vio incrementada. Por 
otra parte, se pudo destacar que la abundancia de las clases del filo Verrucomicrobia se 
incrementó por regla general a lo largo de los muestreos del suelo B. 
Desde el punto de vista de cuándo se manifestaron las alteraciones, 22 clases 
bacterianas, sobre un total de 28, mostraron alteraciones tempranas. Por el contrario, 
las alteraciones de las clases Actinobacteria, Anaerolineae, Deinococci, Opitutae y 
Subdivision3 se manifestaron después del cuarto muestreo, por lo que sus alteraciones 
se consideraron como tardías (Tabla 24). 
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Tabla 24. Alteraciones de las clases en el suelo tratado con BC a lo largo de los 
muestreos. 
Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) de la abundancia porcentual 
de los distintos grupos entre el suelo tratado (B) y el control, para cada uno de los 
muestreos (de B0 a B10). La diferencia positiva se indica con una flecha hacia arriba y 
la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en función de si incrementa o 
disminuye su presencia con respecto al control). En la columna con valores numéricos 
y en la fila inferior se indican el número total de alteraciones detectadas en cada 
grupo bacteriano o muestreo, respectivamente. Estaciones del año: otoño (O); 
invierno (I); primavera (P); verano (V). 
 
  
Clase bacteriana B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Gp1 2
Gp3 6
Gp4 2
Gp5 3
Gp6 6
Gp7 4
Gp9 1
Gp10 6
Gp17 4
Actinobacteria 3
Flavobacteria 4
Sphingobacteria 9
Anaerolineae 2
Caldilineae 1
Cyanobacteria 4
Deinococci 1
Bacilli 5
Clostridia 5
Gemmatimonadetes 5
Planctomycetacia 5
Alphaproteobacteria 7
Betaproteobacteria 6
Gammaproteobacteria 5
Deltaproteobacteria 6
Opitutae 3
Spartobacteria 3
Subdivision3 1
Verrucomicrobiae 4
total 10 15 15 10 8 7 13 16 12 6 1
O I P V O I P V O I P
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La influencia del factor tratamiento predominó sobre la evolución de algunos 
grupos bacterianos (por ejemplo Bacilli o Deltaproteobacteria) y, especialmente, a lo 
largo de un elevado número de muestreos para la clase Spartobacteria. Se pudo 
observar que para las clases Gp5 y Gp7 de Acidobacteria, la influencia del tratamiento 
fue más significativa ya que no interaccionó con el factor muestreo (Tabla 25). 
 
 
Tabla 25. Influencia de los factores tratamiento y muestreo sobre las alteraciones 
tempranas de las clases en el suelo tratado con BC a lo largo de los muestreos. 
Se muestran las alteraciones que fueron tempranas. Los muestreos sombreados 
indican que el factor tratamiento explicó una mayor parte de la varianza. Las celdas 
bordeadas de forma más intensa indican que no hubo interacción significativa entre 
los factores. Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) entre la 
presencia de los distintos grupos del suelo tratado (B) respecto del control, para cada 
uno de los muestreos (de B0 a B10). La diferencia positiva se indica con una flecha 
hacia arriba y la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en función de si se 
incrementa o se inhibe su presencia con respecto al control). En la columna con 
valores numéricos y en la fila inferior se indican el número total de alteraciones 
detectadas en cada grupo bacteriano o muestreo, respectivamente. Estaciones del 
año: otoño (O); invierno (I); primavera (P) y verano (V). 
  
Clase bacteriana B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Gp3 6
Gp4 2
Gp5 3
Sphingobacteria 9
Bacilli 5
Clostridia 5
Deltaproteobacteria 6
Gp6 6
Gp17 4
Gemmatimonadetes 5
Gp10 6
Cyanobacteria 4
Planctomycetacia 5
Flavobacteria 4
Alphaproteobacteria 7
Betaproteobacteria 6
Gammaproteobacteria 5
Spartobacteria 3
Verrucomicrobiae 4
Gp1 2
Gp9 1
Gp7 4
total 10 15 15 9 7 6 13 11 11 4 1
O I P V O I P V O I P
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4.5.4 Análisis de las poblaciones bacterianas del suelo A 
4.5.4.1 Filos bacterianos del suelo A 
Tras la adición del lodo aerobio (LAE) al suelo se pudo observar que los filos que 
mostraron un mayor número de alteraciones fueron Acidobacteria (con 7 muestreos 
en los que se detectaron alteraciones), Bacteroidetes (7) y Planctomycetes (7), 
mientras que los que menos alteraciones mostraron fueron Chloroflexi y Nitrospira 
(con 2 cada uno de ellos) (Tabla 26). Como ocurrió en los suelos B, el muestreo con 
más alteraciones no fue el primero, A0 (6), sino el segundo, A1 (10). El último de los 
muestreos, al cumplirse los dos años de análisis (A8), indica que los perfiles de 
composición se mantuvieron alterados incluso hasta el final del análisis puesto que el 
número de alteraciones continuó siendo elevado (7). 
 
 
Todos los filos bacterianos que fueron analizados mostraron alteraciones de 
carácter temprano (Tabla 26), lo que señala que el efecto de estos residuos generó un 
conjunto de alteraciones significativas muy relevante en un periodo de tiempo 
relativamente reducido (primeros cuatro muestreos). Entre ellos, los filos 
Acidobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes y Verrucomicrobia sufrieron un descenso de 
su abundancia relativa, mientras que la abundancia relativa del resto de los filos se 
incrementó. 
  
 
Tabla 26. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con LAE a lo largo de los 
muestreos. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 22. 
Filo bacteriano A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Acidobacteria 7
Actinobacteria 6
Bacteroidetes 7
Chloroflexi 2
Cyanobacteria 5
Deinococcus-Thermus 3
Firmicutes 5
Gemmatimonadetes 5
Nitrospira 2
Planctomycetes 7
Proteobacteria 6
Verrucomicrobia 4
6 10 8 8 4 4 8 4 7
P V O I P V O I P
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El factor tratamiento influyó de forma predominante sobre los filos 
Verrucomicrobia, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Chloroflexi, Deinococcus-Thermus y 
Nitrospira. Entre ellos, estos tres últimos mostraron una influencia del factor 
tratamiento sin interacción con el muestreo. No obstante esta influencia predominante 
del factor tratamiento no duró más de un año en ninguno de los filos analizados (Tabla 
27). 
 
 
Tabla 27. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de los filos en el 
suelo tratado con LAE a lo largo de los muestreos. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 23. 
 
4.5.4.2 Clases bacterianas del suelo A 
Las clases bacterianas cuya abundancia se alteró respecto del suelo control en 
un mayor número de muestreos fueron Gp6, Sphingobacteria, Planctomycetacia, 
Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria (con 7 a lo largo de los dos años de 
análisis). Al igual que en el análisis de los filos, en el de las clases, el primero de los 
muestreos no fue el que mayor número de alteraciones mostró. Sin embargo, en el 
segundo de los muestreos A1 se aprecia un número más elevado (19, verano), 
superado por el muestreo A2 (20, otoño). En los últimos muestreos, A7 y A8, se puede 
observar que hay 9 clases con alteraciones por muestreo, siendo de los muestreos con 
un menor número de alteraciones, lo que podría significar un descenso del efecto de la 
enmienda. 
La abundancia relativa de las clases pertenecientes a los filos Acidobacteria, 
Bacteroidetes, Proteobacteria y Verrucomicrobia mostró resultados muy diversos, sin 
que se pueda reseñar un comportamiento general de incremento o de disminución 
con respecto al suelo control. Sin embargo, los valores de abundancia de las clases 
Deinococci, Nitrospira, Actinobacteria, y Firmicutes (Bacilli y Clostridia) se 
incrementaron tras la aplicación de LAE (Tabla 28). 
Filo bacteriano A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Acidobacteria 7
Verrucomicrobia 4
Actinobacteria 6
Proteobacteria 6
Firmicutes 5
Bacteroidetes 7
Chloroflexi 2
Planctomycetes 7
Cyanobacteria 5
Deinococcus-Thermus 3
Nitrospira 2
Gemmatimonadetes 5
total 6 10 8 8 4 4 8 4 7
P V O I P V O I P
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Prácticamente la totalidad de las clases bacterianas analizadas (28 de 29) 
mostraron alteraciones tempranas en el tiempo como se puede comprobar en la Tabla 
28. La única clase que no mostró ese patrón fue la clase Thermomicrobia del filo 
Chloroflexi, debido a que la única diferencia significativa que mostró entre el 
tratamiento y el control fue en el muestreo A7. 
 
 
Tabla 28. Alteraciones de 
las clases en el suelo 
tratado con LAE a lo largo 
de los muestreos. 
La interpretación de esta 
tabla se realiza como se 
explica en la Tabla 24. 
 
Como se muestra en la Tabla 29, un total de 8 clases bacterianas de todas las 
que se consideraron con un comportamiento temprano (28) tuvieron una influencia 
principalmente atribuible al factor tratamiento. Algunas clases, cuya abundancia se 
incrementó, mostraron esa influencia solo en los dos primeros muestreos, como 
fueron las clases Clostridia, Alphaproteobacteria, Spartobacteria (sin mostrar 
interacción significativa), Gemmatimonadetes y Gp10. En cambio, el factor tratamiento 
tuvo una influencia más duradera sobre los incrementos de la abundancia de las clases 
Deinococci (sin mostrar interacción significativa entre factores) y Nitrospira durante los 
primeros cuatro muestreos. El incremento de la abundancia relativa de la clase 
Clase bacteriana A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Gp1 4
Gp10 5
Gp11 1
Gp17 3
Gp25 1
Gp3 5
Gp4 4
Gp5 2
Gp6 7
Gp7 4
Actinobacteria 6
Flavobacteria 3
Sphingobacteria 7
Caldilineae 1
Thermomicrobia 1
Cyanobacteria 5
Deinococci 3
Bacilli 4
Clostridia 6
Gemmatimonadetes 5
Nitrospira 2
Planctomycetacia 7
Alphaproteobacteria 6
Betaproteobacteria 7
Deltaproteobacteria 4
Gammaproteobacteria 7
Opitutae 1
Spartobacteria 2
Subdivision3 3
10 19 20 17 8 11 13 9 9
P V O I P V O I P
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Opitutae mostró una elevada influencia del factor tratamiento a lo largo de todos los 
muestreos, con un especial peso estadístico en los dos primeros muestreos ya que no 
se halló una interacción significativa entre factores. 
Se podría decir que la adición de LAE al suelo provocó un elevado número de 
cambios que se registraron de forma temprana, aunque no inmediatamente después 
de la aplicación. Los clases bacterianas cuyas alteraciones estuvieron más influidas por 
el factor tratamiento mostraron un incremento de su abundancia, como fue el caso de 
Clostridia, Alphaproteobacteria, Spartobacteria, Gemmatimonadetes y Gp10 durante 
los dos primeros muestreos, mientras que las clases Deinococci, Nitrospira y Opitutae 
durante un mayor número de muestreos. 
 
 
Tabla 29. Influencia de 
los factores sobre las 
alteraciones tempranas 
de las clases en el suelo 
tratado con LAE a lo 
largo de los muestreos. 
La interpretación de esta 
tabla se realiza como se 
explica en la Tabla 25. 
 
  
Clase bacteriana A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Subdivision3 3
Gp5 2
Gp6 7
Gp1 4
Clostridia 6
Alphaproteobacteria 6
Actinobacteria 6
Gammaproteobacteria 7
Bacilli 4
Sphingobacteria 7
Deltaproteobacteria 4
Caldilineae 1
Planctomycetacia 7
Betaproteobacteria 7
Cyanobacteria 5
Gp4 4
Deinococci 3
Nitrospira 2
Spartobacteria 2
Gp7 4
Gemmatimonadetes 5
Gp10 5
Gp3 5
Gp17 3
Gp11 1
Opitutae 1
Gp25 1
Flavobacteria 3
10 19 20 17 8 11 13 8 9
P V O I P V O I P
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4.5.5 Análisis de las poblaciones bacterianas del suelo N 
4.5.5.1 Filos bacterianos del suelo N 
En los suelos N los filos que mostraron un mayor número de alteraciones 
fueron Acidobacteria (con 8 muestreos que mostraron alteración), Firmicutes (7), 
Proteobacteria (8). En cambio, los que menos alteraciones exhibieron fueron los filos 
Chloroflexi (2), Verrucomicrobia (2) y Synergistetes, que mostró una única alteración en 
el primer muestreo (N0) (Tabla 30). 
A diferencia de otros suelos tratados, se puede observar que en el primer 
muestreo (N0) se detectó un elevado número de alteraciones (8, primavera). Aunque 
seis meses después (en el muestreo N2) se registró un número superior (10) que 
disminuyó en N4 (8). Por otro lado, los muestreos con menos alteraciones fueron los 
dos últimos, N7 (4) y N8 (5). 
 
 
Todos los filos analizados mostraron alteraciones tempranas, en las que se 
pudo observar un incremento de la abundancia de los filos Chloroflexi, 
Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Nitrospira, Proteobacteria y Synergistetes. De entre 
todos los filos analizados, las variaciones de los filos bacterianos Acidobacteria, 
Actinobacteria y Bacteroidetes no pudieron ser explicadas por ninguno de los factores 
utilizados en el ANOVA de doble vía (Tabla 31). Mientras que todas las alteraciones del 
resto de filos estuvieron influidas por la combinación de los factores tratamiento y 
muestreo, aunque el factor que explicó una mayor parte de la varianza fue el 
tratamiento, especialmente en el caso del filo Deinococcus-Thermus que se mantuvo 
durante todo el ensayo. No obstante, la abundancia de los filos Synergistetes y 
 
Tabla 30. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con LANAE a lo largo de los 
muestreos. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 22. 
Filo bacteriano N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Acidobacteria 8
Actinobacteria 5
Bacteroidetes 5
Chloroflexi 2
Cyanobacteria 4
Deinococcus-Thermus 3
Firmicutes 7
Gemmatimonadetes 6
Nitrospira 3
Planctomycetes 6
Proteobacteria 8
Synergistetes 1
Verrucomicrobia 2
8 6 10 6 8 6 7 4 5
P V O I P V O I P
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Nitrospira estuvo influida exclusivamente por el tratamiento aunque solo durante los 
dos primeros muestreos. Los resultados observados confieren al filo Synergistetes un 
carácter marcador de la aplicación de este tipo de lodos en el suelo (Tabla 31). 
 
 
 
Tabla 31. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de los filos en el 
suelo tratado con LANAE a lo largo de los muestreos. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 23. 
 
4.5.5.2 Clases bacterianas del suelo N 
Entre las clases bacterianas analizadas, algunas mostraron alteraciones 
significativas en un elevado número de muestreos como, por ejemplo, la clase Gp6 (en 
7 muestreos), Clostridia (8) y Alphaproteobacteria (8). Entre las que menos podemos 
destacar las clases Bacteroidia, Anaerolineae, Erysipelotrichi, y Synergistia que 
mostraron una única alteración, aunque de carácter relevante ya que se localizó en el 
primero de los muestreos, tras añadir LANAE (Tabla 32). Cuando se analizan las 
variaciones en cada uno de los muestreos, y como ya se pudo observar en el estudio 
de los filos bacterianos, el primer muestreo (N0) fue el que mayor número de 
variaciones mostró (21 alteraciones, primavera). En cambio, el muestreo N7, casi dos 
años después de la aplicación de LANAE, mostró el que menos (8). Es más, en los 
últimos tres muestreos (N6-N8) se observaron menos de la mitad de las alteraciones 
encontradas en el primero de los muestreos (N0), lo que indica un descenso de 
alteraciones en las poblaciones al final del análisis. 
 
Filo bacteriano N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Gemmatimonadetes 6
Acidobacteria 8
Actinobacteria 5
Verrucomicrobia 2
Proteobacteria 8
Chloroflexi 2
Firmicutes 7
Synergistetes 1
Cyanobacteria 4
Planctomycetes 6
Deinococcus-Thermus 3
Bacteroidetes 5
Nitrospira 3
total 8 6 10 6 8 6 7 4 5
P V O I P V O I P
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Tabla 32. Alteraciones de las 
clases en el suelo tratado 
con LANAE a lo largo de los 
muestreos. 
La interpretación de esta 
tabla se realiza como se 
explica en la Tabla 24. 
 
Una semana después de aplicarse LANAE, la mayor parte de las clases 
bacterianas de los filos Proteobacteria y Firmicutes sufrió un aumento de su 
abundancia, mientras que la de la clase Subdivision3 (del filo Verrucomicrobia) y las 
clases bacterianas de los filos Acidobacteria, Gemmatimonadetes y Actinobacteria 
disminuyó (Tabla 32). 
Todas las alteraciones que se registraron en la abundancia relativa de las clases 
fueron tempranas en el tiempo, excepto las alteraciones detectadas en las clases 
Opitutae y Verrucomicrobiae, las cuales se manifestaron a partir del muestreo N7. De 
las 31 clases que manifestaron una alteración temprana, 14 de ellas tuvieron una 
mayor influencia del factor tratamiento (Tabla 33). De entre estas 14 clases, 8 
mostraron una influencia más marcada por parte del factor tratamiento ya que no 
existió interacción entre factores. 
 
Clase bacteriana N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Gp10 5
Gp17 2
Gp3 4
Gp5 3
Gp6 7
Gp7 3
Gp1 2
Gp18 1
Gp4 3
Gp25 2
Actinobacteria 5
Sphingobacteria 4
Bacteroidia 1
Flavobacteria 2
Anaerolineae 1
Caldilineae 1
Cyanobacteria 4
Deinococci 3
Bacilli 6
Clostridia 8
Erysipelotrichi 1
Gemmatimonadetes 6
Nitrospira 3
Planctomycetacia 5
Alphaproteobacteria 8
Betaproteobacteria 6
Deltaproteobacteria 6
Gammaproteobacteria 4
Epsilonproteobacteria 1
Synergistia 1
Opitutae 1
Subdivision3 5
Verrucomicrobiae 1
21 13 14 15 11 14 9 8 10
P V O I P V O I P
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En este sentido, la influencia del factor tratamiento fue destacable en los 
primeros muestreos para los incrementos de las clases Bacteroidia, Erysipelotrichi, 
Synergistia, Gp18 y Nitrospira, y para la disminución de la abundancia de las clases 
Gp1, Gemmatimonadetes y Subdivision3. También fue destacable que el factor 
tratamiento mostrara una influencia más duradera (a lo largo de los 9 muestreos) en el 
caso del incremento de Clostridia y Deinococci, Nitrospira o de la clase 
Gemmatimonadetes (Tabla 33). 
 
 
Tabla 33. Influencia de los 
factores sobre las 
alteraciones tempranas de 
las clases en el suelo 
tratado con LANAE a lo 
largo de los muestreos. 
La interpretación de esta 
tabla se realiza como se 
explica en la Tabla 25. 
 
  
Clase bacteriana N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Alphaproteobacteria 8
Gp10 5
Gp5 3
Gp6 7
Actinobacteria 5
Sphingobacteria 4
Gp1 2
Gp4 3
Gemmatimonadetes 6
Subdivision3 5
Betaproteobacteria 6
Deltaproteobacteria 6
Gammaproteobacteria 4
Gp7 3
Bacilli 6
Bacteroidia 1
Anaerolineae 1
Clostridia 8
Erysipelotrichi 1
Epsilonproteobacteria 1
Synergistia 1
Cyanobacteria 4
Gp3 4
Planctomycetacia 5
Caldilineae 1
Gp18 1
Deinococci 3
Nitrospira 3
Gp17 2
Gp25 2
Flavobacteria 2
21 13 14 15 11 14 9 7 9
P V O I P V O I P
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4.5.6 ¿Qué rasgos bacterianos fueron más relevantes tras la 
adición de las enmiendas orgánicas? 
 
4.5.6.1 ¿Con que rapidez se vieron afectadas las poblaciones del suelo? 
De los filos y clases bacterianas que fueron analizadas, la mayoría mostraron 
alteraciones tempranas cuando se aplicaron las enmiendas (es decir, dentro de los 4 
primeros muestreos), salvo algunos grupos que mostraron un comportamiento tardío, 
como ya se ha mencionado. Finalmente, se puede decir que los suelos tratados con BC 
fueron los que mostraron un número menor de alteraciones tempranas en los grupos 
bacterianos analizados (filos y clases), por lo que los lodos (LAE y LANAE) fueron los 
que causaron un mayor impacto en las poblaciones bacterianas durante los primeros 
muestreos. 
 
4.5.6.2 ¿Qué grupos bacterianos estuvieron influidos de forma 
predominante por el factor “tratamiento”? 
Los resultados del ANOVA de dos factores indicaron que el filo Firmicutes 
presentó una mayor influencia por parte del factor tratamiento en los tres tipos de 
suelos enmendados (B, A y N). Por otro lado, en los suelos tratados con lodos (A y N) se 
observó que las variaciones en la abundancia de los filos Chloroflexi, Deinococcus-
Thermus, Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia y Nitrospira fueron debidas en 
mayor medida al factor tratamiento, especialmente se halló una influencia más 
significativa en las variaciones del filo Nitrospira. Por otra parte, con respecto a las 
clases bacterianas se puede observar que aunque la interacción con el factor muestreo 
fue siempre significativa, el factor tratamiento explicó en mayor medida la varianza de 
la abundancia de la clase Clostridia en los tres suelos enmendados (B, A y N). En 
cambio, en los suelos tratados con lodos (A y N) estuvieron influidas por el factor 
tratamiento las clases Deinococci, Nitrospira y Gemmatimonadetes. 
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4.5.6.3 Resultados más destacados. 
La abundancia del filo Firmicutes disminuyó en los primeros muestreos de B 
(como se observa en la Tabla 23). En cambio, en los suelos tratados con lodos de 
depuradora se registró un incremento de su abundancia una semana después de su 
aplicación (Tabla 27 y Tabla 31), de una manera especial en los suelos N (color 
morado, Figura 30). Posteriormente, en los últimos muestreos del análisis, la 
abundancia de este filo mostró resultados diversos que no siguieron la tónica inicial. 
Esto se refuerza con los resultados observados en el ANOVA de dos factores, que 
señalan un mayor peso del factor tratamiento en los primeros 4 muestreos de cada 
tipo de suelo. 
 
 
Figura 30. Evolución de la abundancia del filo Firmicutes. 
Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual y el error medio en los 
distintos suelos: control (S), tratado con BC (B), con LAE (A) y con LANAE (N). Para la 
numeración de los muestreos se ha elegido la cronología del suelo B. Otoño (O), 
invierno (I), primavera (P) y verano (V), son las estaciones del año. 
 
Si profundizamos en el estudio de las clases que componen el filo Firmicutes 
encontramos que la evolución de la clase Clostridia se incrementó en los muestreos de 
suelos tratados con lodos (suelos A y N), mientras que en el suelo B la abundancia 
disminuyó con respecto al suelo control (S). En el suelo N este incremento fue incluso 
más destacable (Figura 31), y se podría relacionar directamente con la aplicación de 
lodos de depuradora (Tabla 27 y Tabla 31) ya que, a pesar de que la interacción entre 
los factores tratamiento y muestreo siempre fue significativa para los resultados de 
abundancia de Clostridia y Bacilli, la influencia del factor tratamiento perduró para la 
clase Clostridia durante todo el ensayo en los tres suelos tratados, a diferencia de la 
clase Bacilli, donde hubo análisis en los que influyó más el muestreo. 
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Figura 31. Evolución de la abundancia de la clase Clostridia. 
Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual y el error medio en los 
distintos suelos: control (S), tratado con BC (B), con LAE (A) y con LANAE (N). Para la 
numeración de los muestreos se ha elegido la cronología del suelo B. Otoño (O), 
invierno (I), primavera (P) y verano (V), son las estaciones del año. 
 
Por otra parte, la abundancia de la clase Erysipelotrichi (Firmicutes) se 
incrementó exclusivamente en los primeros dos muestreos del suelo N, con valores de 
abundancia relativa bajos (0,10-0,20 %), lo que podría encontrarse estrechamente 
relacionado con la aplicación de LANAE (Figura 32). 
 
 
Figura 32. Detalle de la evolución de la 
abundancia de la clase Erysipelotrichi. 
Valores medios (n=4) de la abundancia 
relativa porcentual y el error medio en el 
suelo tratado con LANAE (N). Para la 
numeración de los muestreos se ha 
elegido la cronología del suelo B. Otoño 
(O), invierno (I), primavera (P) y verano 
(V), son las estaciones del año. 
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Analizando la evolución de las clases del filo Proteobacteria los resultados más 
destacables se hallaron en las clases Deltaproteobacteria y Epsiloproteobacteria. Estas 
clases son menos típicas en el suelo en comparación con el resto de clases lo que pudo 
favorecer que los resultados fueran más sobresalientes. Aunque se detectó algún 
incremento de la abundancia de la clase Deltaproteobacteria en algún muestreo de los 
suelos enmendados, en general, cuando se aplicaron las enmiendas se produjo una 
disminución de este tipo de bacterias, como se aprecia en la Figura 33.a y también en 
la Tabla 25, Tabla 29 y Tabla 33. Esta disminución se pudo observar en la mayor parte 
de los muestreos de suelos tratados. No obstante, se puede destacar un incremento 
en el primer muestreo del suelo N (2-P), posiblemente debido a que en la enmienda 
LANAE existe una abundancia elevada de esta clase bacteriana. Sin embargo, su 
desaparición paulatina en subsiguientes muestreos parece mostrar una supervivencia 
baja de estas bacterias en el suelo a lo largo del tiempo. 
a
 
b
 
Figura 33. Evolución de algunas clases 
del filo Proteobacteria a lo largo de 
todo el análisis. 
(a) Evolución de la abundancia de la 
clase Deltaproteobacteria. 
(b) Detalle de la evolución de la clase 
Epsilonproteobacteria. 
Valores medios (n=4) de la abundancia 
relativa porcentual y el error medio en 
los distintos suelos: control (S), tratado 
con BC (B), con LAE (A) y con LANAE (N). 
Para la numeración de los muestreos se 
ha elegido la cronología del suelo B. 
Otoño (O), invierno (I), primavera (P) y 
verano (V), son las estaciones del año. 
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Al igual que en el caso de la clase bacteriana Erysipelotrichi, la clase 
Epsilonproteobacteria mostró una tendencia muy similar en el suelo N (Figura 33.b). 
Sin embargo, esta última clase presenta valores de abundancia superiores a los de 
Erysipelotrichi y, por otra parte, su presencia no se registró en los análisis de las 
enmiendas (Tabla 18), por lo que se podría sospechar que su presencia en el suelo 
estaría relacionada con una estimulación de su crecimiento debido a la composición de 
LANAE. 
Otro filo bacteriano con un comportamiento destacable debido a los resultados 
estadísticos fue Verrucomicrobia. A pesar de que se trata de un filo con una 
abundancia moderada, su abundancia se incrementó en los suelos tratados con BC 
(suelo B) durante la mayor parte del estudio. En concreto, la abundancia de la clase 
Spartobacteria fue la que mostró los resultados más relevantes en el suelo B, en los 
que su abundancia fue mayor que en el resto de los suelos durante varios muestreos 
(barras en negro, Figura 34). 
 
 
Figura 34. Evolución de la clase Spartobacteria a lo largo de todo el análisis. 
Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual y el error medio en los 
distintos suelos: control (S), tratado con BC (B), con LAE (A) y con LANAE (N). Para la 
numeración de los muestreos se ha elegido la cronología del suelo B. Otoño (O), 
invierno (I), primavera (P) y verano (V), son las estaciones del año. 
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Finalmente, destacaron una serie de grupos bacterianos cuya abundancia se 
incrementó en varios de los muestreos al comienzo del análisis. Todos ellos se 
caracterizaron por detectarse en el análisis de las enmiendas (Tabla 17 y Tabla 18) y 
posteriormente en los suelos enmendados. En este sentido, tras la adición de LANAE 
se detectó un incremento de la abundancia relativa del filo Synergistetes, aunque sus 
valores se encontraron por debajo de 1 % de la abundancia total (Figura 35.a). 
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Figura 35. Detalle de la evolución de 
algunos grupos de bacterias 
detectados en los suelos A y N de 
forma temprana. 
(a) Filo Synergistetes. 
(b) Clase Bacteroidia. 
(c) Clase Anaerolineae. 
Valores medios (n=4) de la abundancia 
relativa porcentual y el error medio en 
el suelo tratado con LAE (A) y LANAE 
(N). Para la numeración de los 
muestreos se ha elegido la cronología 
del suelo B. Otoño (O), invierno (I), 
primavera (P) y verano (V), son las 
estaciones del año. 
 
Aunque también su abundancia fue baja, en los suelos tratados con lodos (A y 
N) se apreció un incremento de la abundancia relativa de la clase Bacteroidia en el 
primero de los muestreos que solo perduró en el muestreo siguiente en el suelo N 
(Figura 35.b). Por otro lado, en el primer muestreo del suelo N se pudo destacar un 
incremento de la abundancia de las bacterias de la clase Anaerolineae, registrándose 
un descenso en el segundo muestreo. Este grupo bacteriano también se podría 
relacionar de forma directa con la aplicación de la enmienda LANAE (Figura 35.c). 
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4.5.7 OTUs marcadores del uso de las enmiendas 
Como se explica en el apartado 4.4 Materiales y métodos, el elevado número 
de secuencias obtenidas se ordenó en clústeres denominados OTUs, en función de la 
similitud que guardaban las mismas con una secuencia representativa depositada en la 
base de datos de Greengenes. La importancia del uso de los OTUs reside en que se 
analizan las poblaciones a partir de una asignación taxonómica muy concreta por 
debajo del taxón familia (a veces, incluso, género bacteriano), a la vez que 
representativa, ya que se encuentran respaldados por un conjunto considerable de 
secuencias similares. Una vez generados, estos OTUs fueron sometidos a un conjunto 
de criterios de selección, que denominamos criba, en los que se valoró la 
representatividad y la abundancia en cada una de las muestras (proceso explicado en 
el apartado 4.4.4.1 Procedimientos para la selección de OTUs: criba). Con este 
procedimiento, además de incrementar la rigurosidad y representatividad de los OTUs 
seleccionados, se facilitó el manejo de los mismos. El análisis de estos OTUs podría ser 
útil para la detección de marcadores microbianos específicos en un suelo, los cuales 
indicarían que ha sido tratado con algún residuo, bien porque se encontró presente en 
dicho residuo, o bien porque la aplicación del residuo promovió la alteración de un 
OTU que ya se encontraba presente en el suelo (ya sea aumentando o disminuyendo). 
 
4.5.7.1 ¿Cómo se procesaron los OTUs? 
Con el fin de seleccionar aquellos OTUs que permitieran describir los procesos 
de cambio que habían sufrido las poblaciones bacterianas del suelo, se utilizaron una 
serie de criterios descritos en los siguientes pasos: 
 Paso 1. En primer lugar, se seleccionaron los OTUs que superaron el proceso de 
criba establecido en el apartado 4.4.4.1. 
 Paso 2. Se seleccionaron los OTUs cribados que cumplieron las siguientes 
condiciones sucesivamente: 
o Paso 2.1. OTUs que manifestaron en su abundancia diferencias 
significativas (incremento o disminución) con el suelo control. 
o Paso 2.2. OTUs que, además de reunir las condiciones anteriores, 
tuvieron alteraciones consideradas como tempranas (dentro de los 
primeros 4 muestreos) y que además mostraron una cierta regularidad 
(total o parcialmente) en la tendencia de sus alteraciones. 
Consideramos que una alteración fue regular cuando mostró en su 
tendencia un solo cambio o ninguno. Esta consideración aporta 
fiabilidad al uso del OTU como descriptor de la alteración producida. 
 Paso 3. Los OTUs se ordenaron en función de cómo fueron sus alteraciones: 
o Tipo 1 o de tendencia incrementada totalmente regular: todas las 
alteraciones muestran incrementos respecto del suelo control. 
o Tipo 2 o de tendencia incrementada parcialmente regular: 
primeramente se observa uno o varios muestreos en los que el OTU 
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muestra un incremento de su abundancia, seguido de una disminución 
(un solo cambio de tendencia), sin volver a encontrarse incrementado 
en ningún otro muestreo posterior al cambio de tendencia. 
o Tipo 3 o de tendencia inhibida totalmente regular: todas las 
alteraciones muestran disminuciones respecto del suelo control. 
o Tipo 4 o de tendencia inhibida parcialmente regular primeramente se 
observa uno o varios muestreos en los que el OTU muestra una 
disminución de su abundancia, seguido de un incremento (un solo 
cambio de tendencia), sin volver a encontrarse disminuido en ningún 
otro muestreo posterior al cambio de tendencia. 
 Paso 4. Agrupación de cómo se comportó un mismo OTU en los distintos suelos 
tratados. En función del tipo de alteración (1, 2, 3 o 4), se hicieron 5 grupos 
según cómo se combinaron los tipos de alteraciones en cada suelo (Tabla 34). 
o Grupo I: agrupa a aquellos OTUs que presentes en varios tipos de 
suelos, solo presentaron alteración de tipo 1. Es decir, son OTUs que 
muestran en todos los suelos un incremento de su abundancia de tipo 1 
(Ejemplos: 1, 1 o 1, 1, 1). 
o Grupo II: aquellos OTUs analizados en 2 o 3 tipos de suelo que 
mostraron al menos una alteración de tipo 2, pudiendo ser la otra/s de 
tipo 1 o 2. En ningún caso de tipo 3 o 4 (Ejemplos: 1, 2, 1/ 2, 1 o 2, 2). 
o Grupo IV: aquellos OTUs, que presentes en varios tipos de suelos, solo 
presentan alteración de tipo 3. Es un grupo análogo al grupo I, pero que 
trata de OTUs cuya presencia disminuyó con respecto al suelo control 
en todos los suelos tratados (Ejemplos: 3, 3 o 3, 3 ,3). 
o Grupo V: aquellos OTUs analizados en 2 o 3 tipos de suelo, que han 
mostrado al menos una alteración de tipo 4, pudiendo ser la otra/s de 
tipo 3 o 4. En ningún caso de tipo 1 o 2 (Ejemplos: 3, 4, 3; 4, 3 o 4, 4). 
o Grupo D (discrepantes): agrupa los OTUs que han mostrado 
alteraciones contrarias. Es decir, que un OTU presente una alteración 
tipo 1 o 2 (incrementadas) en un suelo y en otro suelo presente una 
alteración 3 o 4 (inhibidas). Estos OTUs pueden ser útiles para 
diferenciar el comportamiento de un OTU en distintos suelos. 
Otra consideración a tener en cuenta cuando se valoran los OTUs es el número 
de veces en los que se repite un determinado comportamiento. En las tablas expuestas 
a continuación (Tabla 35 a Tabla 43), se detallan en varias columnas el número de 
veces que se ha encontrado un comportamiento incrementado o inhibido en los 
primeros 4 muestreos (OTUs tempranos), y otra columna en la que se detalla el 
número de muestreos totales en los que se ha encontrado ese OTU alterado (tanto 
incrementado como inhibido). 
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Tabla 34. Esquema del procesamiento de los OTUs. 
Los OTUs fueron cribados (Criba, paso 1), seleccionados según distintas condiciones (Pasos 2.1 
y 2.2), ordenados en función del tipo de alteración (paso 3) y comparados entre los distintos 
tratamientos para formar grupos (paso 4). 
 
4.5.7.2 ¿De qué forma fueron categorizados? 
Los OTUs que se detectaron en el suelo tratado se consideraron marcadores 
generales si se detectaron también en el suelo control, y marcadores específicos si se 
detectaron en la enmienda antes de aplicarse. Los primeros, a su vez, pueden ser 
potenciados cuando se altera su presencia en el suelo, pero no se detecta en ninguna 
de las enmiendas, o pueden ser ubicuos cuando se detectan tanto en las enmiendas 
como en el suelo control. Por último, los OTUs de origen indeterminado son aquellos 
cuya presencia se incrementa en un suelo tratado sin estar presentes en las enmiendas 
ni en el suelo control (Figura 36). 
 
Figura 36. Categorización de los OTUs. 
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A continuación, se describen los OTUs pertenecientes a las clasificaciones de 
OTUs marcadores generales de carácter tanto ubicuo como potenciado (Tabla 35 a la 
Tabla 42), los OTUs de origen indeterminado (Tabla 43) y los OTUs que se designaron 
como OTUs marcadores específicos (Tabla 44). 
 
4.5.7.3 OTUs comunes de los suelos B, A y N 
En este análisis se detectaron OTUs cuyo comportamiento se halló alterado con 
respecto al suelo control en todos los tipos de suelos tratados (B, A y N) (Tabla 35). Los 
OTUs cuya presencia se halló incrementada se clasificaron en los grupos I y II. Entre 
ellos, los OTUs correspondientes a los filos Nitrospira (1047) y al género Rhodopirellula 
(1055) (Planctomycetes) se encontraron incrementados en todos los suelos 
enmendados. También se observó que la presencia de un elevado número de OTUs del 
filo Proteobacteria, entre los que se puede destacar el OTU 1852 
(Gammaproteobacteria), se incrementó en los tres tipos de suelos tratados en más de 
un único muestreo, pero especialmente en los suelos tratados con lodos (A y N). En los 
suelos B también se detectaron OTUs cuya abundancia se incrementó de manera 
especial, correspondientes a las clases Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria 
(1068, 1115 y 1334). Entre ellos podemos destacar el comportamiento del OTU 1334 
(familia Alcaligenaceae; Betaproteobacteria) que tras detectarse con una abundancia 
elevada en la enmienda BC, su presencia quedó reflejada en 10 de los 11 muestreos 
del suelo B. Los resultados reflejan que existió una elevada variabilidad en la 
distribución de los distintos OTUs de Proteobacteria. Otro resultado destacable fue el 
incremento de la abundancia del OTU 658 (filo Chloroflexi; familia Anaerolineaceae) en 
los tres suelos tratados. 
Por otra parte, los OTUs que experimentaron una disminución de su 
abundancia se clasificaron dentro de los grupos III y IV, donde se hallaron distintas 
combinaciones. En primer lugar, OTUs que mostraron el mismo comportamiento en las 
tres enmiendas como los OTUs 130 (Acidobacteria), 421 y 428 (Actinobacteria) y 738 
(Firmicutes). En cambio, sí se hallaron OTUs cuya alteración fue más relevante en algún 
tipo de suelo enmendado. Por ejemplo, en las muestras de suelo B y N el OTU 1515 
(género Geobacter; Deltaproteobacteria), en los suelos B y A el OTU 1839 
(Gammaproteobacteria), y en los suelos A y N el 1840 (familia Sinobacteraceae; 
Gammaproteobacteria). 
En el grupo D (discrepantes), se clasificaron aquellos OTUs que mostraron 
resultados distintos en cada uno de los suelos enmendados. Cabe destacar que la 
abundancia del OTU 675 (género Truepera; filo Deinococcus-Thermus), con una 
elevada presencia en BC, disminuye en el suelo B y, en cambio, aumenta en los suelos 
A y N. En este grupo también se clasifican otros OTUs que pudieron marcar una 
presencia preferente en algún tipo de suelo enmendado. Por ejemplo, mostraron un 
incremento exclusivo el OTU 1541 (familia Polyangiaceae; Deltaproteobacteria) en el 
suelo B y el OTU 1017 (clase Clostridia) en el suelo N. En los suelos A, los OTU 507 
(género Haliscomenobacter; Bacteroidetes), 1122 (género Rhodoplanes; 
Alphaproteobacteria) y 1286 (familia Rhodospirillaceae; Alphaproteobacteria) también 
incrementaron su presencia, mientras que en los suelos B y N disminuyó su 
abundancia. 
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Tabla 35. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a 
los suelos B, A y N respecto del suelo control. 
La primera columna muestra el número del OTU (colores según el filo). Las columnas 
segunda y tercera indican los niveles taxonómicos, de más general a más detallado. Las 
siguientes columnas corresponden a los tipos de suelos (B, A y N), cada una de las cuales 
se dividen en cuatro subcolumnas. La primera de ellas informa del tipo de alteración (T.A.), 
en donde los colores verdes son incrementos y los rojos son inhibiciones; la segunda de las 
subcolumnas (flecha verde) indica el número de muestreos en los que aumenta su 
presencia, mientras que la tercera (flecha roja) donde disminuye, ambas subcolumnas 
contabilizan alteraciones tempranas; la cuarta subcolumna (#) indica el número de 
muestreos totales (tempranos y tardíos) en donde se ha encontrado alteración 
(incremento o inhibición), representados mediante un gradiente de amarillos y naranjas. 
La columna “G” categoriza a los grupos de alteraciones en las cuales se incluyen los 
distintos OTUs. Las tres últimas columnas indican si fueron ubicuos (u) o potenciados (p) en 
cada uno de los distintos tipos de tratamientos, mientras que los asteriscos (*) informan 
de si esos OTUs se encuentran dentro de los 9 más abundantes de las enmiendas 
orgánicas (Tabla 19). 
T. A. # T. A. # T. A. # B A N
1047 Nitrospira Nitrospira 1 1 . 2 1 2 . 2 1 3 . 4 u p p
1055 Planctomycetes Rhodopirellula 1 1 . 3 1 1 . 2 1 1 . 3 u u u
1068 Alphaproteobacteria Phenylobacterium 1 3 . 7 1 1 . 2 1 3 . 6 u u p
1115 Alphaproteobacteria Devosia 1 3 . 8 1 1 . 1 1 1 . 2 u p p
1334 Betaproteobacteria Alcaligenaceae 1 4 . 10 1 1 . 3 1 1 . 2 u* u u
1852 Gammaproteobacteria Lysobacter 1 2 . 4 1 3 . 5 1 3 . 7 u u p
658 Chloroflexi Anaerolineaceae 1 1 . 4 2 1 1 3 2 3 . 4 u u u*
1099 Alphaproteobacteria Bosea 1 3 . 6 1 2 . 2 2 2 . 3 u u u
1258 Alphaproteobacteria Roseomonas 2 1 . 2 1 2 . 3 1 3 . 6 u u u
130 Acidobacteria_Gp25 Gp25 3 . 1 1 3 . 1 3 3 . 1 2 p p p
421 Actinobacteria Rubrobacter 3 . 1 1 3 . 2 2 3 . 2 3 u p p
428 Actinobacteria Actinobacteria 3 . 2 3 3 . 3 5 3 . 3 4 u u u
738 Firmicutes.Bacilli Paenibacillus 3 . 2 3 3 . 2 3 3 . 2 4 u p p
1840 Gammaproteobacteria Sinobacteraceae 3 . 1 4 3 . 2 4 3 . 2 4 p p p
1309 Alphaproteobacteria Sphingomonas 4 1 1 3 4 . 1 3 3 . 3 4 u p u
1515 Deltaproteobacteria Geobacter 3 . 4 5 4 1 1 3 3 . 2 4 u u u
1839 Gammaproteobacteria Steroidobacter 3 . 2 2 4 . 2 4 3 . 1 2 u u u
118 Acidobacteria_Gp10 Gp10 4 1 1 2 2 1 1 3 3 . 1 1 u u p
122 Acidobacteria_Gp17 Gp17 2 1 2 3 2 1 1 3 3 . 2 3 u u p
133 Acidobacteria_Gp3 Gp3 3 . 1 3 4 . 2 6 2 1 . 3 u p p
296 Actinobacteria Micrococcineae 1 1 . 2 4 1 1 2 4 1 1 2 u u p
326 Actinobacteria Marmoricola 2 1 . 4 2 2 . 3 4 2 1 4 u u u
507 Bacteroidetes.Sphingobacteria Haliscomenobacter 3 . 1 1 2 1 1 2 3 . 1 1 u u u
675 Deinococcus-Thermus Truepera 3 . 1 2 1 1 . 1 1 1 . 1 u* p u
1017 Firmicutes.Clostridia Clostridia 3 . 1 1 4 . 1 2 2 1 1 4 u u u*
1122 Alphaproteobacteria Rhodoplanes 3 . 1 1 2 1 . 2 3 . 2 4 u u* u
1286 Alphaproteobacteria Rhodospirillaceae 3 . 1 1 1 1 . 1 4 2 1 5 p p p
1396 Betaproteobacteria Massilia 1 2 . 5 4 1 1 5 2 1 . 3 u p p
1541 Deltaproteobacteria Polyangiaceae 2 1 . 4 3 . 1 4 3 . 2 5 u p p
I
II
III
IV
D
GOTU Nivel superior Nivel inferior
B A N
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4.5.7.4 OTUs comunes de los suelos B y A 
Tras la aplicación de BC y LAE en el suelo se incrementó la presencia de OTUs 
de los filos Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria y 
Verrucomicrobia (grupo I). En cambio, los OTUs de los filos Acidobacteria y 
Planctomycetes disminuyeron su abundancia en los suelos tratados (grupo II). 
Dentro de los OTUs del grupo D, el OTU 763 (género Geobacillus; Firmicutes) 
mostró una disminución de su abundancia en los suelos B, mientras que se incrementó 
en los suelos A, confirmando la tendencia habitual de este grupo de bacterias. Por otra 
parte, los OTUs de Alphaproteobacteria (1205 y 1216) mostraron resultados diversos y 
contrarios entre los distintos suelos tratados. 
 
 
 
Tabla 36. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a 
los suelos B y A. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 35. 
 
  
T. A. # T. A. # B A
259 Actinobacteria Microbacterium 1 4 . 5 1 1 . 1 u u
1305 Alphaproteobacteria Novosphingobium 1 1 . 4 1 1 . 2 u u
1533 Deltaproteobacteria Nannocystis 1 1 . 1 1 1 . 1 u p
1920 Verrucomicrobia Spartobacteria 1 2 . 3 1 1 . 1 u p
138 Acidobacteria_Gp9 Gp9 3 . 1 1 3 . 1 1 u p
1059 Planctomycetes Zavarzinella 3 . 2 5 3 . 2 4 u p
763 Firmicutes.Bacilli Geobacillus 3 . 1 2 1 1 . 2 u* p
1205 Alphaproteobacteria Rhodobacter 2 1 1 2 4 . 1 3 u u*
1216 Alphaproteobacteria Rubellimicrobium 4 . 1 4 1 1 . 2 u p
I
II
D
OTU Nivel superior Nivel inferior
B A
G
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4.5.7.5 OTUs comunes de los suelos B y N 
Entre los OTUs cuya presencia se incrementa (grupo I) destacó el OTU 1851 que 
lo hace en varios muestreos (Tabla 37). Por otro lado, entre los que disminuyeron 
(grupos III y IV) encontramos diversos OTUs de Acidobacteria, Actinobacteria, 
confirmándose un resultado habitual, pero también descendió la presencia de OTUs de 
la clase Alphaproteobacteria. El OTU 969 (Clostridiales) disminuye su presencia en el 
suelo B, mientras que en el suelo N se incrementa. En cambio, el resultado fue opuesto 
en el caso de los OTUs 1859 (Gammaproteobacteria) y 1923 (Verrucomicrobia) 
(grupo D). 
 
 
 
Tabla 37. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia en comunes 
a los suelos B y N. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 35. 
 
  
T. A. # T. A. # B N
529 Bacteroidetes.Sphingobacteria Cytophagaceae 1 1 . 2 1 1 . 3 u p
1454 Betaproteobacteria Shinella 1 2 . 6 1 1 . 2 u u
1851 Gammaproteobacteria Luteimonas 1 3 . 7 1 2 . 8 u u
125 Acidobacteria_Gp1 Gp1 3 . 1 2 3 . 1 2 p p
135 Acidobacteria_Gp5 Gp5 3 . 2 3 3 . 1 2 u p
396 Actinobacteria Actinomycetales 3 . 1 2 3 . 1 2 u u
425 Actinobacteria Solirubrobacterales 3 . 2 2 3 . 2 2 u p
1120 Alphaproteobacteria Pedomicrobium 3 . 1 1 3 . 1 2 u p
1123 Alphaproteobacteria Hyphomicrobiaceae 3 . 2 2 3 . 1 1 u u
1157 Alphaproteobacteria Rhizobiales 4 . 2 4 4 1 1 7 u u
1217 Alphaproteobacteria Rubrimonas 3 . 1 1 4 . 1 2 u p
1315 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria 4 . 3 4 4 . 1 3 u p
969 Firmicutes.Clostridia Clostridiales 3 . 1 2 1 1 . 1 u u*
1859 Gammaproteobacteria Xanthomonadaceae 1 3 . 5 3 . 1 2 u u
1923 Verrucomicrobia Subdivision3 1 1 . 3 4 . 1 4 u u
I
IV
III
D
OTU Nivel superior Nivel inferior
B N
G
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4.5.7.6 OTUs comunes de los suelos A y N 
Los OTUs cuya abundancia se incrementó en los suelos A y N (grupos I y II) 
pertenecieron a la clase Alphaproteobacteria y al filo Actinobacteria, principalmente 
(Tabla 38). Los OTUs que mostraron una disminución en su abundancia respecto del 
suelo control (grupos III y IV), también pertenecieron a los mismos filos bacterianos, 
pero además se observó la disminución de los OTUs 659 (Chloroflexi) y 1543 (orden 
Myxococcales; Deltaproteobacteria) en ambos tipos de suelos enmendados. 
El OTU 151 (subclase Acidimicrobidae; Actinobacteria) confirmó el carácter 
ambiguo de los OTUs de Actinobacteria, ya que se observaron resultados diferentes a 
lo largo de este análisis (grupo D). 
 
 
 
Tabla 38. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a 
los suelos A y N. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 35. 
 
  
T. A. # T. A. # A N
182 Actinobacteria Blastococcus 1 1 . 1 1 1 . 1 p p
335 Actinobacteria Microlunatus 1 1 . 1 1 1 . 1 u u
1265 Alphaproteobacteria Azospirillum 1 2 . 2 1 1 . 2 p p
1273 Alphaproteobacteria Oceanibaculum 1 1 . 1 1 1 . 4 p p
1274 Alphaproteobacteria Pelagibius 1 1 . 1 1 1 . 5 p p
1169 Alphaproteobacteria Amaricoccus 1 1 . 1 2 1 . 2 II u u
422 Actinobacteria Conexibacter 3 . 1 1 3 . 1 1 u u
1300 Alphaproteobacteria Erythrobacter 3 . 1 2 3 . 1 2 u u
1543 Deltaproteobacteria Myxococcales 3 . 1 2 3 . 2 4 p p
659 Chloroflexi Caldilinea 4 . 2 4 3 . 1 1 u p
1626 Gammaproteobacteria Acidithiobacillus 3 . 1 2 4 1 1 2 u u
151 Actinobacteria Acidimicrobidae 3 . 1 1 1 1 . 1 D u p
I
III
IV
OTU Nivel superior Nivel inferior
A N
G
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4.5.7.7 OTUs exclusivos del suelo B 
Los OTUs 1066, 1393, 1264 (Proteobacteria) y 472 (Bacteroidetes) 
constituyeron una serie de OTUs cuyo incremento fue significativo en al menos dos 
muestreos. Entre los OTUs con alteración de tipo 2 (incrementados parcialmente) 
también se hallaron representantes del filo Bacteroidetes y el OTU 1531, de la clase 
Deltaproteobacteria, también se incrementó en los primeros muestreos del suelo B. 
Los OTUs pertenecientes al filo Planctomycetes (1050 y 1058) mostraron 
comportamientos heterogéneos. En este tipo de suelo también fue destacable la 
disminución de varios OTUs del filo Firmicutes, tal y como se ha observado en 
resultados previos. 
 
 
Tabla 39. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas 
del suelo B. 
OTUs cuya abundancia mostró una alteración significativa y temprana respecto de S. La 
primera columna muestra el número del OTU (colores según el filo). Las columnas segunda y 
tercera indican los niveles taxonómicos, de más general a más detallado. La columna cuarta 
corresponde al suelo enmendado (B), que se divide en cuatro subcolumnas. La primera de 
ellas informa del tipo de alteración (T.A.), en donde los colores verdes son incrementos y los 
rojos son inhibiciones; la segunda de las subcolumnas (flecha verde) indica el número de 
muestreos en los que aumenta su presencia, mientras que la tercera (flecha roja) donde 
disminuye, ambas subcolumnas contabilizan alteraciones tempranas; la cuarta subcolumna 
(#) indica el número de muestreos totales (tempranos y tardíos) en donde se ha encontrado 
alteración (incremento o inhibición), representados mediante un gradiente de amarillos y 
naranjas. La última columna indica si fueron ubicuos (u) o potenciados (p), mientras que los 
asteriscos (*) informan de si esos OTUs se encuentran dentro de los diez más abundantes. 
 
T. A. #
1066 Alphaproteobacteria Brevundimonas 1 3 . 5 u
1393 Betaproteobacteria Herbaspirillum 1 3 . 5 u
1264 Alphaproteobacteria Acetobacteraceae 1 2 . 3 u
472 Bacteroidetes.Sphingobacteria Ferruginibacter 1 2 . 2 u
137 Acidobacteria_Gp7 Gp7 1 1 . 3 u
1735 Gammaproteobacteria Methylobacter 1 1 . 3 u
1935 Verrucomicrobia Verrucomicrobium 1 1 . 2 u
539 Bacteroidetes.Sphingobacteria Sphingobacteriales 1 1 . 1 u
1531 Deltaproteobacteria Kofleria 2 2 . 3 p
483 Bacteroidetes.Sphingobacteria Chitinophagaceae 2 1 . 5 u
1050 Planctomycetes Blastopirellula 2 1 . 2 u
1058 Planctomycetes Planctomycetaceae 3 . 2 7 u*
788 Firmicutes.Bacilli Tumebacillus 3 . 1 2 u
989 Firmicutes.Clostridia Schwartzia 3 . 1 2 p
758 Firmicutes.Bacilli Bacillus 3 . 1 1 u*
1287 Alphaproteobacteria Rhodospirillales 4 . 1 5 u
736 Firmicutes.Bacilli Cohnella 4 . 1 2 u
OTU Nivel superior Nivel inferior
B
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4.5.7.8 OTUs exclusivos del suelo A 
En el suelo A se pueden destacar algunos OTUs cuya abundancia se incrementó 
(tipo 1 y 2) y otros en los que disminuyó (tipo 3 y 4) (Tabla 40). En primer lugar, se 
observó un y incremento en la presencia del OTU 2000 (Cyanobacteria), siendo un 
resultado característico en este tipo de suelos enmendados. Además, entre otros, 
también se observó el incremento puntual de un OTU del filo Verrucomicrobia (1912). 
Entre los OTUs cuya abundancia disminuyó destacamos algunos OTUs 
pertenecientes a varios grupos bacterianos (Planctomycetes, Gammaproteobacteria, 
Actinobacteria y Bacteroidetes). 
 
 
 
Tabla 40. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas 
del suelo A. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 39. 
 
  
T. A. #
2000 Cyanobacteria Cyanobacteria 1 1 . 2 p
1062 Alphaproteobacteria Geminicoccus 1 1 . 1 p
1912 Verrucomicrobia Opitutus 1 1 . 1 p
149 Actinobacteria Iamia 2 1 1 2 u
1000 Firmicutes.Clostridia Halocella 2 1 . 2 p
1053 Planctomycetes Pirellula 3 . 2 3 u
405 Actinobacteria Nitriliruptor 3 . 1 2 p
482 Bacteroidetes.Sphingobacteria Terrimonas 3 . 1 1 p
1057 Planctomycetes Singulisphaera 4 1 2 5 u
1857 Gammaproteobacteria Stenotrophomonas 4 . 2 5 u
424 Actinobacteria Solirubrobacter 4 . 1 2 p
OTU Nivel superior Nivel inferior
A
177 
 
4.5.7.9 OTUs exclusivos del suelo N 
Entre los OTUs cuya presencia se incrementó (tipo 1 y 2) se pueden observar 
distintos representantes de Actinobacteria, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria, 
Bacilli y Clostridia. Destaca en un mayor número de muestreos el incremento de la 
abundancia del OTU 805 (familia Planococcaceae) y el 1403 (orden Burkholderiales) 
(Tabla 41). Los OTUs cuya abundancia disminuyó (tipo 3 y 4) también pertenecieron a 
distintos grupos (Bacteroidetes, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria, 
Cyanobacteria, Actinobacteria y Planctomycetes). Nuevamente se aprecia la 
diminución de OTUs de Planctomycetes y de la clase Sphingobacteria, como en el 
suelo A. 
 
 
 
Tabla 41. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas 
del suelo N. 
La interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 39. 
 
  
T. A. #
310 Actinobacteria Micromonospora 1 1 . 1 p
1464 Deltaproteobacteria Bdellovibrio 1 1 . 1 p
1456 Betaproteobacteria Thauera 2 1 1 4 u
805 Firmicutes.Bacilli Planococcaceae 2 2 . 4 u
1403 Betaproteobacteria Burkholderiales 2 2 . 3 p
874 Firmicutes.Clostridia Lachnospiraceae 2 1 . 2 u
474 Bacteroidetes.Sphingobacteria Flavisolibacter 3 . 1 3 p
478 Bacteroidetes.Sphingobacteria Niastella 3 . 1 2 p
1536 Deltaproteobacteria Nannocystineae 3 . 1 2 u
1594 Gammaproteobacteria Kluyvera 3 . 1 2 u
1996 Cyanobacteria Cyanobacteria 3 . 1 2 u
150 Actinobacteria Acidimicrobineae 3 . 1 1 p
1281 Alphaproteobacteria Skermanella 4 2 1 7 p
1054 Planctomycetes Planctomyces 4 1 2 4 u
1378 Betaproteobacteria Polaromonas 4 . 1 3 u
OTU Nivel superior Nivel inferior
N
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4.5.8 OTUs generales ubicuos, OTUs de origen indeterminado y 
OTUs marcadores específicos 
 
¿Qué OTUs, con una abundancia elevada en las enmiendas, se incrementaron 
posteriormente en el suelo enmendado? 
 
Una manera de determinar si hubo una influencia directa por parte de las 
enmiendas, sobre la composición de poblaciones del suelo, se obtiene observando 
OTUs pertenecientes exclusivamente a las enmiendas que aparecieran en el suelo 
enmendado. En la Tabla 42, se puede observar que los OTUs de la clase Clostridia 
(1017 y 969) y de la familia Anaerolineaceae (658), con abundancia elevada en el lodo 
LANAE (Tabla 19), se detectaron posteriormente con una abundancia también elevada 
en el suelo tratado N. De forma similar ocurrió con el OTU 1122 (género Rhodoplanes) 
en el suelo A, y con el OTU 1334 (Betaproteobacteria) (abundante en la enmienda BC) 
cuya abundancia se detectó especialmente incrementada en el suelo B (durante los 
primeros cuatro muestreos). 
 
 
 
Tabla 42. OTUs generales ubicuos. 
OTUs con una abundancia elevada en las enmiendas, según la Tabla 19 (destacados 
en amarillo) y cuya presencia se verificó en el respectivo suelo tratado. La 
interpretación de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 35. 
 
  
T. A. # T. A. # T. A. # B A N
1334 Betaproteobacteria Alcaligenaceae 1 4 . 10 1 1 . 3 1 1 . 2 u* u u
658 Chloroflexi Anaerolineaceae 1 1 . 4 2 1 1 3 2 3 . 4 u u u*
1017 Firmicutes.Clostridia Clostridia 3 . 1 1 4 . 1 2 2 1 1 4 u u u*
1122 Alphaproteobacteria Rhodoplanes 3 . 1 1 2 1 . 2 3 . 2 4 u u* u
969 Firmicutes.Clostridia Clostridiales 3 . 1 2 1 1 . 1 u u*
N
OTU Nivel superior Nivel inferior
B A
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OTUs de origen indeterminado 
 
Para este conjunto de OTUs, que no fueron detectados en el análisis de las 
enmiendas, los que mostraron un resultado más relevante fueron los OTUs 1447 y 
1565 (ambos del filo Proteobacteria), los cuales marcaron el inicio de la aplicación del 
lodo LANAE en el suelo porque su abundancia disminuyó tras el primer y el segundo 
muestreo (Tabla 43). 
 
 
 
Tabla 43. OTUs de origen indeterminado. 
OTUs ordenados según el tipo de suelos enmendados. En la primera columna se 
presentan la numeración de los mismos. En la segunda y tercera columnas se detallan 
la descripción taxonómica. En las columnas posteriores se presentan los muestreos y el 
número de secuencias que se agruparon dentro de ese OTU, destacándose los 
muestreos con mayor número de secuencias. 
 
  
B Nivel superior Nivel inferior B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
528 Bacteroidetes.Sphingobacteria Sporocytophaga 0 0 1 15 3 1 0 0 0 0 0
1067 Alphaproteobacteria Caulobacter 0 5 2 0 0 0 0 1 2 5 1
1269 Alphaproteobacteria Inquilinus 0 0 1 0 0 0 0 12 0 1 1
A A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
721 Firmicutes.Bacilli Lactobacillus 0 0 0 0 11 0 0 0 0
1269 Alphaproteobacteria Inquilinus 0 14 2 1 0 1 2 9 4
N N0 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
166 Actinobacteria Dietzia 0 11 2 0 1 0 0 0 0
391 Actinobacteria Actinomadura 0 30 1 6 2 3 1 0 1
1447 Betaproteobacteria Dechloromonas 15 0 0 0 0 0 0 0 0
1565 Epsilonproteobacteria Sulfuricurvum 187 10 0 0 0 0 0 0 0
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OTUs marcadores específicos 
 
Este resultado destaca aquellos OTUs que podrían considerarse como 
marcadores específicos del uso alguna/as enmiendas en concreto, debido a su posible 
transmisión al suelo desde las enmiendas y, además, cuya presencia no se ha detectó 
en ninguno de los muestreos de suelo control (Tabla 44). Se observa que este tipo de 
OTUs apareció únicamente en los suelos tratados con lodo anaerobio (suelo N), 
aunque la procedencia de los mismos pudo ser atribuida a ambos tipos de lodos (LAE y 
LANAE). Los que procedieron del lodo LANAE pertenecen a los filos Bacteroidetes y a la 
clase Deltaproteobacteria, mientras que los que procedieron de ambos lodos (LAE/ 
LANAE) pertenecieron a los filos Actinobacteria y Firmicutes. En cualquier caso, todos 
ellos fueron detectados principalmente en los primeros muestreos y su abundancia fue 
disminuyendo a lo largo del análisis. 
 
 
Tabla 44. OTUs marcadores específicos. 
OTUs presentes en las enmiendas y en los suelos tratados que no han sido detectados 
en el suelo control. En la primera columna “Enmien.” se indica la enmienda o 
enmiendas donde se detecta el OTU. Columna “S. T.” indica el suelo tratado en el que 
se ha detectado el OTU. En la tercera, cuarta y quinta columnas se detallan la 
numeración y la descripción taxonómica, remarcados con asterisco los que aparecen 
como OTUs más abundantes en las enmiendas (Tabla 19). En las columnas posteriores 
se presentan los muestreos y el número de secuencias que se agruparon dentro de ese 
OTU destacándose los muestreos con mayor número de secuencias. 
  
Enmien. S. T. OTU Nivel superior Nivel inferior 0 1 2 3 4 5 6 7 8
454 Bacteroidetes Petrimonas 8 2 0 0 0 0 0 0 0
469 Bacteroidetes Bacteroidales 38 14 0 0 0 0 0 0 0
542 Bacteroidetes Prolixibacter 21 0 0 0 0 2 0 0 0
1484 Deltaproteobacteria Desulfobulbus 43 0 0 0 0 0 0 0 0
1548* Deltaproteobacteria Syntrophaceae 118 6 0 0 0 0 0 0 0
1557 Deltaproteobacteria Syntrophorhabdus 55 1 0 0 0 0 1 0 0
154* Actinobacteria Actinomyces 48 22 0 0 0 0 0 0 0
790 Bacilli Ureibacillus 22 6 0 0 0 0 0 0 0
843 Clostridia Eubacterium 11 15 1 0 0 0 0 0 0
846* Clostridia Eubacteriaceae 173 56 7 0 1 0 0 0 0
Número de secuencias/                                                                               
número de muestreo
LANAE N
LAE /        
LANAE
N
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4.6 Discusión 
La aplicación de los residuos orgánicos utilizados en este trabajo modificó la 
estructura de las poblaciones microbianas del suelo, produciéndose el incremento 
relativo de algunos grupos de bacterias y el descenso de otros. Varios estudios 
similares registran también cambios en la estructura microbiana del suelo en un plazo 
corto de tiempo tras la adición de diversos residuos orgánicos (Ros et al., 2006a; Ros et 
al., 2011; Val-Moraes et al., 2011) e incluso a largo plazo, después de 25 años (Bastida 
et al., 2013). En nuestro trabajo, hemos utilizado tres tipos de enmiendas a dosis muy 
elevadas lo que supuso la adición de una gran cantidad de materia orgánica junto con 
los propios microorganismos presentes en ellas, además de otros compuestos como 
metales pesados y sales presentes también en las enmiendas orgánicas (Smith, 2009). 
De esta manera, cabe pensar que los cambios de la estructura de las poblaciones del 
suelo se produjeron debido a los cambios químicos y físicos provocados en el suelo, así 
como a la introducción de microorganismos procedentes de las propias enmiendas. A 
partir de estos resultados también deberíamos ser capaces de poder indicar qué 
cambios serían susceptibles de ser utilizados de manera sistemática tras la adición de 
enmiendas procedentes de residuos urbanos. 
4.6.1 ¿De qué manera influyeron las enmiendas sobre las 
poblaciones bacterianas nativas del suelo? 
El incremento de la materia orgánica y, concretamente, de los compuestos 
lábiles en los suelos enmendados pudo ser la causa principal del aumento de 
determinados grupos bacterianos como, por ejemplo, el de los filos Bacteroidetes y 
Proteobacteria. Este resultado podría justificarse debido a que, en general, se trata de 
microorganismos mayoritariamente copiotrofos (Fierer et al., 2007; Fierer et al., 
2012a), por lo que su incremento, principalmente en los primeros muestreos, podría 
deberse a la elevada presencia de sustancias (muchas de ellas fácilmente degradables), 
como se constata en más investigaciones (Acosta-Martínez et al., 2008; Nemergut et 
al., 2008; Cytryn et al., 2011; Poulsen et al., 2012; Curiel Yuste et al., 2012; Fierer et al., 
2012a; Bastida et al., 2013). En este sentido, nuestros resultados mostraron 
correlaciones positivas entre la abundancia de la clase Bacteroidia (filo Bacteroidetes) 
con el carbono orgánico (r=0,78; P<0,001), el fósforo disponible (r=0,78; P<0,001), el 
nitrógeno total (r=0,81; P<0,001) y el amonio (r=0,87; P<0,001). De una forma similar, 
la abundancia del filo Nitrospira, en los tres suelos enmendados, se correlacionó con la 
concentración del carbono lábil (Lp1) (r=0,42; P<0,05) y de nitratos (r=0,49; P<0,01), 
componentes que se incrementaron tras la adición de las enmiendas. La relación de la 
abundancia de Nitrospira con la concentración de compuestos de nitrógeno podría 
explicarse dado que es un grupo que interviene en los procesos de oxidación de nitrito 
(Acosta-Martínez et al., 2008; Lücker et al., 2010; Wang et al., 2012a). El estudio de la 
abundancia a nivel de filo bacteriano aporta bastante información pero, sin embargo, 
el incremento medio de la abundancia relativa de algunas bacterias, como las del filo 
Proteobacteria, no fue especialmente elevado (próximo al 10 %) (Tabla 20), por lo que 
pensamos que realmente la alteración relevante sucedió en las proporciones de las 
distintas clases bacterianas que componían dicho filo, apelando a su versatilidad 
fisiológica y metabólica (Ros et al., 2011; He et al., 2012; Bastida et al., 2013). De este 
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modo, pudimos comprobar que se produjo un incremento diferencial de la clase 
Betaproteobacteria que ha sido detectado por otros investigadores, probablemente 
debido a su comportamiento copiotrofo (Fierer et al., 2007; Curiel Yuste et al., 2012). 
Además, en nuestro estudio hemos detectado que la presencia de algunos OTUs de 
esta clase se incrementa como consecuencia directa de la adición de las enmiendas 
(por ejemplo, el OTU 1334; familia Alcaligenaceae). Por otro lado, la abundancia de la 
clase Gammaproteobacteria también se ha relacionado con la presencia de nutrientes 
de diversa naturaleza (Poulsen et al., 2012; Chodak et al., 2014) como, por ejemplo, de 
hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH) (Niepceron et al., 2013), o tras la adición 
de enmiendas de nitrógeno inorgánico (Campbell et al., 2010; Coolon et al., 2013). En 
nuestro trabajo, la abundancia del OTU 1852 (genero Lysobacter; familia 
Xanthomonadaceae; Gammaproteobacteria) aumentó de forma significativa en varios 
muestreos de los tres tipos de suelos enmendados, lo que hace pensar que la 
abundancia de este género se encontró asociada a estas prácticas agrícolas, como ya 
ha sido sugerido (Gondim-Porto, 2012). Por otra parte, el incremento de la abundancia 
de la clase Alphaproteobacteria estuvo en consonancia con otros análisis que 
emplearon varios residuos similares a los nuestros (Val-Moraes et al., 2011; Poulsen et 
al., 2012) e, incluso, por parte de algunas investigaciones, se llega a considerar como 
un buen marcador del uso de enmiendas (Ros et al., 2011; Bastida et al., 2013). En 
nuestro trabajo, las correlaciones positivas, aunque bajas, con el incremento de 
determinadas fracciones del carbono orgánico, como la fracción lábil (Lp1) (r=0,33; 
P<0,05), podrían relacionar el incremento de esta clase bacteriana con el uso de 
enmiendas orgánicas, especialmente en los suelos A, como se desprende de los 
ANOVA de dos factores (Tabla 29). 
Sin embargo, el incremento de la abundancia de la clase Gammaproteobacteria 
no es un buen marcador de la presencia de enmiendas orgánicas puesto que en 
nuestro trabajo hemos encontrado diversos ejemplos de OTUs cuya abundancia 
disminuyó cuando se aplicaron las enmiendas (por ejemplo, 1594, 1626 o 1839) y 
porque los resultados de la evolución de este filo fueron muy heterogéneos. Por otra 
parte, observamos una disminución generalizada de la abundancia de la clase 
Deltaproteobacteria en los suelos enmendados (OTUs: 1515, 1536 y 1543) y, de 
hecho, ya se propuso la presencia de esta clase de bacterias como marcadora de un 
suelo sin enmendar (Gondim-Porto, 2012). En nuestros análisis, existe una correlación 
negativa entre esta clase y la concentración de nitratos en el suelo (r=-0,42; P<0,05), 
resultado que también presentó cierta consonancia con estudios previos en los que se 
observó un descenso de esta clase bacteriana al enmendar el suelo con enmiendas de 
nitrógeno inorgánico (la correlación en ese estudio fue significativa r=-0,44) (Fierer et 
al., 2012a) o con lodos de depuradora (Val-Moraes et al., 2011). Sin embargo, también 
hemos observado el incremento de la presencia de algunos OTUs de esta clase (1464, 
1531 y 1533) en determinados muestreos, que pudiera ser justificado por su diverso 
metabolismo (Castro et al., 2010; Val-Moraes et al., 2011). Por lo tanto, este sería un 
ejemplo de la dificultad de asignar un comportamiento estricto a un grupo de 
bacterias, ya que dentro del mismo taxón pueden hallarse diferentes fenotipos 
metabólicos. De esta manera, la variedad de resultados observados en las poblaciones 
microbianas de suelos tratados con una elevada cantidad de nutrientes podría deberse 
a su versatilidad metabólica (Fierer et al., 2007; DeBruyn et al., 2011; Carbonetto et al., 
2014). Este es el caso también de Gemmatimonadetes y de Actinobacteria en 
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nuestros resultados. La abundancia del filo Actinobacteria disminuyó cuando se 
aplicaron las enmiendas, al igual que en trabajos previos (Köberl et al., 2011; Gondim-
Porto, 2012; Bastida et al., 2013; Pezzolla et al., 2013), lo que justificaría la asociación 
de este grupo de microorganismos con ambientes pobres en nutrientes (Fierer et al., 
2012a; Wang et al., 2012b). Por el contrario, nuestros resultados mostraron que la 
abundancia de algunos OTUs de este filo se incrementó tras la adición de materia 
orgánica (149, 182, 259, 310, 335,...), como también se ha descrito anteriormente 
(Singh et al., 2010; Nemergut et al., 2010). Por su parte, los resultados de la presencia 
del filo Gemmatimonadetes fueron difíciles de interpretar aunque parece estar 
influido por la aplicación de las distintas enmiendas. Pese a que se trata de un grupo 
relacionado con los sistemas de depuración de aguas (Zhang et al., 2003), su presencia 
se ha detectado también en suelos agrícolas de climas áridos y semiáridos (Acosta-
Martínez et al., 2008; Jangid et al., 2008; Siles et al., 2014), ya que en general se 
adaptan bien a ambientes secos (DeBruyn et al., 2011), por lo que en nuestro caso 
debido al carácter ambiguo observado, no propondríamos a este grupo bacteriano 
como un indicador de la presencia de enmiendas orgánicas. 
Desde el punto de vista de la respuesta nutricional de los microorganismos, el 
aumento de la materia orgánica podría disminuir la presencia de algunas bacterias 
como, por ejemplo, Acidobacteria, ya que su desarrollo se asocia con suelos pobres en 
nutrientes debido a su carácter oligotrofo (Smit et al., 2001; Fierer et al., 2007; 
Gondim-Porto, 2012). Su disminución se ha comprobado en suelos tratados con 
enmiendas orgánicas (Campbell et al., 2010; Ros et al., 2011) y nuestros resultados 
también han corroborado este comportamiento donde, por ejemplo, pudimos 
destacar la disminución del OTU 130 (clase Gp25) en los tres suelos enmendados 
durante los primeros muestreos. Los resultados de algunas correlaciones (negativas) 
también podrían apoyar estos resultados como, por ejemplo, entre la abundancia de la 
clase Gp1 y el carbono orgánico (r=-0,40; P<0,01), o de la clase Gp17 y el nitrógeno 
total (r=-0,42; P<0,05), resultados similares a los hallados en otros trabajos en los que 
se aplicaron enmiendas orgánicas (Nielsen et al., 2014) o enmiendas minerales con un 
alto contenido en nitrógeno (Fierer et al., 2012a). Por el contrario, también hemos 
hallado correlaciones positivas que asocian la concentración de algunos nutrientes con 
la abundancia de algunas de las clases de Acidobacteria como, por ejemplo, la 
concentración de nitrito con las clases Gp10 (r=0,35; P<0,05) y Gp25 (r=0,41; P<0,05), 
puesto que, a juzgar por el análisis de su genoma, presentan genes implicados en la 
reducción de diversas especies de nitrógeno (Ward et al., 2009). Pero, además de los 
factores fundamentalmente nutricionales, otros factores que podrían influir en la 
abundancia de este filo se encuentran relacionados con las variaciones edáficas, como 
las producidas en el pH o en la humedad del suelo (Lauber et al., 2008; Jones et al., 
2009; Campbell et al., 2010; Naether et al., 2012). De hecho, se han observado varios 
muestreos en los que la abundancia de Acidobacteria se encuentra influida de forma 
predominante por el factor muestreo, pese a la interacción existente entre ambos 
factores (Tabla 23, Tabla 27 y Tabla 31). En este sentido, se ha observado que en 
suelos naturales y enmendados, donde disminuye el pH, se observa una mayor 
abundancia del filo Acidobacteria (Lauber et al., 2008; Jones et al., 2009; Chaudhry et 
al., 2012). Sin embargo, esta explicación no sería válida en nuestro caso ya que, a pesar 
de disminuir el pH del suelo, se ha observado un descenso general de la proporción del 
filo Acidobacteria, según se ha comprobado también en otros suelos de carácter 
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alcalino enmendados y sin enmendar (Rousk et al., 2010; Bastida et al., 2013; Siles et 
al., 2014). Esta contradicción podría hacernos pensar que en nuestro análisis el 
descenso de las acidobacterias tuvo una mayor relación con el incremento de 
nutrientes, como ya hemos comentado anteriormente. Coincidiendo con nuestros 
resultados, Siles (2014) observó que en suelos enmendados donde desciende el pH, 
junto con el incremento de los nutrientes, se favorece la disminución de varios grupos 
mayoritarios de este filo bacteriano (Siles et al., 2014). Algunas de las correlaciones 
obtenidas en nuestro trabajo apoyarían esta última observación como, por ejemplo, el 
descenso del pH y la disminución de Gp1 (r=0,39; P<0,05) o Gp5 (r=0,47; P<0,01). 
Además del valor de pH del suelo, la humedad del suelo podría ser otro factor 
importante sobre la abundancia de este tipo de bacterias (Castro et al., 2010), pero en 
nuestro análisis no se hallaron evidencias que relacionaran el incremento de la 
humedad con la variación en la presencia de este filo bacteriano. Por lo tanto, pese a 
los distintos factores que pueden influir sobre la abundancia de este filo, el incremento 
de los nutrientes parece ser el factor común y determinante a la hora de justificar la 
disminución de la abundancia de Acidobacteria en suelos enmendados. 
En cambio, a diferencia de Acidobacteria, las bacterias del filo Cyanobacteria 
parecieron encontrarse más influidas por la humedad, ya que su presencia mostró una 
correlación negativa con la humedad del suelo (r=-0,33; P<0,05) que se incrementó con 
la adición de enmiendas. Pero, nuevamente, quizá la justificación de este descenso 
podría deberse más bien al incremento de la materia orgánica en el suelo, ya que se ha 
comprobado la relación negativa existente entre la abundancia de este grupo con el 
incremento nutricional producido por las enmiendas (He et al., 2011; Gondim-Porto, 
2012; Ramirez et al., 2012; Fierer et al., 2012a). En concreto, podría deberse a un 
exceso de nitrógeno, tal y como sugiere el trabajo de Poulsen y colaboradores (Poulsen 
et al., 2012), sin embargo, en nuestro trabajo no se han observado resultados 
estadísticos que apoyaran este hecho. Otro grupo bacteriano que sufrió una 
disminución en su presencia tras la aplicación de las enmiendas fue Planctomycetes. 
Este resultado parece contradictorio, considerando que varios trabajos destacan que 
estas bacterias son detectadas en lodos de depuradora (Snaidr et al., 1997; Chouari et 
al., 2005; Fuerst y Sagulenko, 2011), como en los tres residuos orgánicos empleados en 
nuestro estudio. Sin embargo, el descenso de la abundancia de las bacterias de este 
filo al aplicar las tres enmiendas (OTUs 1053, 1057, 1058, 1059,...), como también se 
ha comprobado en suelos enmendados con altas dosis de lodos de depuradora (Val-
Moraes et al., 2011), posiblemente fue debido a que no lograron adaptarse a las 
condiciones del suelo. En la bibliografía consultada no se han hallado conclusiones que 
definan de forma clara el comportamiento de este grupo de bacterias, las cuales se 
encuentran cómodas tanto en condiciones de sequía (Sheik et al., 2011; Niederberger 
et al., 2015), como en regímenes nutricionalmente pobres (Jenkins et al., 2002), pero 
de forma contraria, también se detectan en las propias enmiendas (con alto contenido 
de agua y de nutrientes) (Briée et al., 2007; Chiellini et al., 2013), por lo que su 
comportamiento debería comprobarse de forma más profunda. 
Aparte de las poblaciones cuya presencia se vio influida por los cambios que se 
producían en el suelo, como el incremento de la materia orgánica, el incremento de la 
humedad o la variación del pH, existieron otras poblaciones cuyo incremento pudo 
deberse directamente a la aplicación de las enmiendas ya que fueron detectadas en el 
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análisis de residuos en un primer momento y posteriormente pudieron transmitirse al 
suelo. 
 
4.6.2 ¿Es posible definir marcadores microbianos que delaten el 
uso de las enmiendas en el suelo? 
Uno de los objetivos de este capítulo es el de buscar y definir de la forma más 
clara posible qué variaciones de la presencia de los microorganismos o grupos de 
microorganismos pueden utilizarse como marcadores que permitan señalar el uso de 
residuos urbanos en suelos agrícolas. Como se ha comentado anteriormente, por una 
parte, el efecto de las enmiendas contribuye a que algunos grupos proliferen mientras 
que otros no. Y por otra parte, algunos grupos bacterianos presentes en las enmiendas 
podrían transmitirse al suelo y prosperar en él tras su aplicación. Pues bien, a partir de 
este estudio se podrían proponer algunas poblaciones determinadas u OTUs cuyo 
comportamiento permitiese definir marcadores de la utilización de estos residuos en el 
suelo. 
4.6.2.1 ¿Se transmitieron y mantuvieron en el suelo las poblaciones 
presentes en las enmiendas orgánicas? 
La abundancia de algunas poblaciones bacterianas en los suelos enmendados 
pudo haberse incrementado porque formaban parte de la composición original de las 
enmiendas aplicadas. Este podría ser el caso de algunas bacterias de los filos 
Verrucomicrobia, Firmicutes, Synergistetes, Bacteroidetes y Chloroflexi. De esta forma, 
el hecho de producirse una transmisión de las bacterias presentes en las enmiendas al 
suelo podría ser un indicador directo de que se han llevado a cabo estas prácticas 
agrícolas. Así, a partir de nuestros resultados podríamos tener dos tipos de dinámicas: 
la primera, que el grupo bacteriano en cuestión se encontrara en pequeña proporción 
en la enmienda y prosperara en el suelo enmendado, o que, en segundo lugar, se 
encontrara en gran proporción en la enmienda y se mantuviera en proporciones 
elevadas en el suelo tratado durante al menos los primeros muestreos. 
Un ejemplo de la primera de las circunstancias podría ser la presencia del filo 
Verrucomicrobia, el cual ha sido relacionado con un grado de complejidad química 
elevado en las enmiendas (Martínez-García et al., 2012; Vasileiadis et al., 2013; Fierer 
et al., 2013). Esta asociación indicaría la posible presencia de enmiendas similares a BC 
(enmiendas compostadas) en el suelo, las cuales contienen una mayor proporción de 
compuestos recalcitrantes. De hecho, la correlación entre la clase Spartobacteria (filo 
Verrucomicrobia) y el carbono recalcitrante fue positiva (r=0,38; P<0,05) y, 
recientemente, se han estudiado las hidrolasas específicas presentes en el genoma de 
estas bacterias para la degradación de hidratos de carbono complejos (Herlemann et 
al., 2013). El incremento de Verrucomicrobia se pudo observar en los primeros 
muestreos de los suelos tratados B (OTU 1935), pese a que este tipo de bacterias no 
fue detectado con una abundancia especialmente elevada (1,02 %) en el análisis de la 
enmienda BC (Tabla 17). Por el contrario, en los suelos tratados con lodos (A y N) no se 
produjo este aumento de su abundancia, que podría justificarse por la concentración 
elevada de algunos nutrientes más lábiles en los lodos y, de hecho, según otros 
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autores, Verrucomicrobia se considera un grupo de bacterias con un comportamiento 
fundamentalmente oligotrófico (da Rocha et al., 2010; Senechkin et al., 2010), puesto 
que disminuye su abundancia en otros suelos enmendados (Bergmann et al., 2011; 
Ramirez et al., 2012). 
Para el segundo tipo de dinámica, grupos bacterianos que mostraron una 
elevada proporción en las enmiendas, tenemos el caso del filo Firmicutes (cuya 
abundancia en los residuos fue próxima al 50 % de la abundancia total), como también 
se ha comprobado previamente en otros lodos de depuradora (Matches et al., 1974; 
Rivière et al., 2009; Gondim-Porto, 2012). Salvo en el caso del suelo B, se produce un 
aumento de la abundancia relativa de este filo en el suelo tras la adición de los lodos, 
lo que nos permitiría distinguir si se usó un tipo de enmienda u otro. Este aumento de 
Firmicutes en los suelos A y N podría deberse al carácter copiotrofo de estas bacterias 
(Nemergut et al., 2010; Ramirez et al., 2012), resultado que ha sido publicado 
previamente tras la adición de residuos orgánicos e inorgánicos (Ge et al., 2008; 
Poulsen et al., 2012), e incluso a dosis menores que las que hemos utilizado en nuestro 
estudio (Val-Moraes et al., 2011). En cambio, en los suelos B su abundancia relativa es 
menor al comienzo del ensayo (Figura 30), lo que podría significar que las bacterias de 
este filo no se adaptaron a las condiciones del suelo con este tipo de enmiendas 
compostadas, de manera similar a lo descrito por otros autores (Kramer y Gleixner, 
2008; Pezzolla et al., 2013). Por tanto, la razón de estas diferencias podría encontrarse 
en la distinta composición química de cada enmienda. Este resultado se encontró 
respaldado por la influencia predominante del factor tratamiento sobre la que ejerció 
el factor muestreo en la evolución del filo Firmicutes y la clase Clostridia 
principalmente. Al igual que en el caso del filo Proteobacteria, la descripción 
desglosada del filo Firmicutes en clases bacterianas permite distinguir mejor los 
cambios producidos por cada tipo de enmienda. Así, en los suelos tratados con lodos 
de depuradora, al comienzo del ensayo la presencia de la clase Clostridia se 
incrementó notablemente respecto del suelo control, sugiriendo que su procedencia 
sería a partir de los propios lodos, puesto que en LAE y LANAE se detectó una 
abundancia predominante de las bacterias de la clase Clostridia (entre 38-48 % de la 
abundancia total de bacterias), mientras que en BC no llegó al 1 %. Un dato muy 
interesante es que los OTUs de la clase Clostridia detectados en los lodos se 
incrementaron en el suelo A (por ejemplo, el OTU 1000) y, especialmente en el suelo N 
(OTUs 874, 969, 1017), coincidiendo con parte de los OTUs previamente observados en 
más suelos enmendados (Gondim-Porto, 2012). Este resultado podría apoyar la 
transmisión de este tipo de bacterias desde los lodos a los suelos tratados, aunque 
también esos mismos OTUs fueron detectados en alguno de los muestreos del suelo 
control, por lo que el origen podría ser dual. Sin embargo, al contrario que ocurrió con 
Clostridia, a pesar de que en BC se halló una proporción elevada de bacterias de la 
clase Bacilli (52 % de la abundancia total de bacterias), se observa una menor 
presencia de bacterias de esta clase en los primeros muestreos del suelo B en 
comparación con el suelo control (S) (véase más adelante en la Figura 37). La 
explicación de este resultado podría deberse bien a razones metodológicas, o bien a 
razones de competición ecológica con otras bacterias como las Gram negativas. La 
presencia de Firmicutes podría estar subestimada en este tipo de estudios basados en 
el análisis del DNA presente en el suelo (Janssen, 2006) debido a la extraordinaria 
resistencia de las endosporas que forman estos microorganismos que podría dificultar 
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la extracción de su material genético y su posterior amplificación (Araujo et al., 2012). 
Sin embargo, fue posible detectar gran cantidad de OTUs de Bacilli y de Clostridia 
capaces de producir endosporas en las distintas enmiendas, por lo que consideramos 
que no debería haber razón alguna que impidiera extraer el DNA de este tipo de 
estructuras presentes en los suelos tratados y no de las presentes en las enmiendas. 
Respecto a los procesos de competición entre los microorganismos, se ha comprobado 
que las bacterias Gram negativas son capaces de crecer más rápido en suelos con 
compuestos lábiles de carbono (Griffiths et al., 1998; Kramer y Gleixner, 2008), 
haciendo disminuir la proporción de bacterias Gram positivas como las del filo 
Firmicutes. Sin embargo, la proporción de carbono lábil en todos los suelos tratados 
fue similar a lo largo del tiempo, por lo que esta razón tampoco sería útil para explicar 
los resultados del suelo B. Por tanto, pese a que los resultados del ANOVA indicaron 
que la disminución de la presencia de este grupo de bacterias estuvo muy influida por 
el factor tratamiento no encontramos una justificación estadística completa para este 
resultado en el suelo B. 
 
 
Figura 37. Evolución del filo Firmicutes y sus clases bacterianas más abundantes en 
el suelo B. 
 
Aunque a una escala menor, por tener una abundancia relativa más baja, 
dentro del segundo tipo de dinámica propuesto se encontraría también el incremento 
de la abundancia de las bacterias de la clase Erysipelotrichi del filo Firmicutes en los 
primeros muestreos (Figura 32). Este aumento podría atribuirse de una forma más 
clara que el resto de las clases bacterianas de este filo a una transmisión desde las 
enmiendas, puesto que constituye una fracción pequeña pero relevante de los lodos 
(Tabla 18). Su presencia ha sido descrita en otros trabajos que estudian suelos tratados 
con lodo procedente de la depuración de aguas urbanas (Han et al., 2011; Gondim-
Porto, 2012; Poulsen et al., 2012), y también en suelos tratados con desechos fecales 
porcinos, por lo que esta clase de bacterias podría considerarse como marcadora de 
contaminación fecal tras el uso de estas enmiendas orgánicas (Han et al., 2011; Hong 
et al., 2013). 
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Con un comportamiento similar a Erysipelotrichi, algunas bacterias del filo 
Synergistetes, presentes en LANAE (Figura 35), incrementan su presencia en el suelo 
en el primer muestreo, al igual que en trabajos similares (Riber et al., 2014). En 
nuestro caso podría tratarse de un indicador candidato para ser usado como marcador 
de la aplicación de LANAE ya que se detectó en los suelos N, especialmente al 
comienzo. Su presencia, descrita en digestores anaerobios (Rivière et al., 2009) y, más 
recientemente, en lodos obtenidos mediante procesos anaerobios (Qiao et al., 2013; Li 
et al., 2014), podría apoyar esta última consideración.  
La detección de secuencias de estos dos últimos grupos bacterianos 
(Erysipelotrichi y Synergistetes) como marcadoras del uso de lodos, podría tener un 
significado clínico puesto que Erysipelotrichi pertenece a un grupo de patógenos 
oportunistas en humanos y en animales (Hong et al., 2013), mientras que, algunos 
autores asocian a Synergistetes con la microbiota del tracto intestinal de animales con 
patologías entéricas o con periodontitis en el caso de humanos (do Cabo Fernandes et 
al., 2014; Park et al., 2014). Debido a que su presencia parece estar relacionada con un 
origen animal, estas bacterias tienen una abundancia baja tanto en el análisis de las 
enmiendas como en el de los suelos. De esta forma, no hemos hallado OTUs que 
pudiéramos proponer como posibles marcadores fecales. No obstante, por las razones 
sanitarias previamente expuestas, pensamos que su análisis ha de ser también 
considerado cuando se analizan suelos tratados con este tipo de enmiendas. 
Dentro de este mismo grupo de bacterias con presencia en los lodos y que se 
mantiene con una abundancia destacable durante un cierto tiempo en los suelos 
tratados, se encuentran algunos taxones de los filos Bacteroidetes y Chloroflexi. Estas 
bacterias, pertenecientes a la clase Bacteroidia y al filo Chloroflexi y descritas en el 
análisis de los lodos de depuradora (LAE y LANAE; Tabla 18), están implicadas en la 
degradación de diversos compuestos orgánicos (Chouari et al., 2005; Miura et al., 
2007; Rivière et al., 2009; Kallistova et al., 2014). De manera particular, en el presente 
trabajo hemos observado una elevada abundancia de bacterias de la clase 
Anaerolineae (OTU 658; filo Chloroflexi) en LANAE (17,10 %) y también en el suelo N, 
coincidiendo con estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Gondim-Porto, 
2012). No obstante, su supervivencia en el suelo no fue prolongada, posiblemente 
debido a que nutricionalmente se trata de un filo bacteriano de requerimientos muy 
específicos y que precisa valores elevados de humedad para su crecimiento (Janssen, 
2006; Yoon et al., 2010; Fierer et al., 2012a; Ding et al., 2013), por lo que su adaptación 
al suelo pudo verse comprometida a lo largo del tiempo. Por estas razones, el uso de 
estas bacterias como indicadores tempranos de la presencia de algunos lodos de 
depuradora podría ser de utilidad. 
 
4.6.2.2 ¿El incremento de algunos grupos poco abundantes en el suelo 
podría servir como indicativo de la presencia de las enmiendas? 
La abundancia de algunos grupos bacterianos presentes en el suelo control que 
son poco habituales y cuya abundancia en las enmiendas fue baja o nula, se potenció 
tras la aplicación de las enmiendas en el suelo (OTUs potenciados). Por otra parte, 
hubo otras bacterias que hemos catalogado como de origen indeterminado en el 
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apartado de resultados (Tabla 43), ya que su presencia no se pudo detectar ni en la 
enmienda, ni en el suelo control. Ambos grupos de bacterias (potenciadas e 
indeterminadas) podrían indicar el uso de las enmiendas de una manera indirecta, ya 
que su presencia aumentaría en el suelo tratado, muy probablemente por motivos 
relacionados con los cambios químicos de los suelos enmendados. 
Dentro del primer grupo de bacterias (potenciadas) nos encontramos con el filo 
Deinococcus-Thermus (clase Deinococci; OTU 675), que se considera como un filo poco 
frecuente en los suelos (Janssen, 2006) pero que incrementa su presencia en suelos 
que presentan condiciones extremas como, por ejemplo, los de climas desérticos 
(Elshahed et al., 2008; Theodorakopoulos et al., 2013; Schwartz et al., 2014). Este tipo 
de bacterias se detectó en la enmienda BC con una proporción relativamente elevada 
(3 %) posiblemente debido a su carácter termófilo (Partanen et al., 2010), pero no en 
las enmiendas LAE y LANAE, aunque ha sido encontrado previamente en el lodo 
activado de una depuradora de agua marina (Sánchez et al., 2011). Pero, 
curiosamente, tras la aplicación de las enmiendas, su presencia se incrementó 
especialmente en los suelos A y N, al igual que en un experimento precedente 
(Gondim-Porto, 2012). ¿Cuál podría ser la razón de que a pesar de no encontrarse en la 
enmienda aplicada aparezca en el suelo tratado? Una explicación podría ser que a 
pesar de haber realizado un rastreo exhaustivo (Figura 26. Curvas de rarefacción del 
suelo control (S), suelos enmendados (B, A y N) y residuos orgánicos.), no es posible 
detectar todos los microorganismos presentes en una muestra. Otra explicación podría 
ser que la máxima “Everything is everywhere, but, environment selects” de Lourens 
Baas-Becking se aplica perfectamente en un medio como es el suelo (De Wit y Bouvier, 
2006). Estas bacterias se encontrarían en el suelo previamente al tratamiento pero a 
tan baja concentración que fueron muy difíciles de detectar, incluso con esta 
metodología. Tras la adición de los lodos es cuando se producen las condiciones 
apropiadas para el crecimiento de esos microorganismos. Posteriormente, al cambiar 
las condiciones ambientales, la presencia de éstos declina hasta hacerse prácticamente 
testimonial. Esas condiciones apropiadas que permiten el crecimiento de este grupo de 
microorganismos podrían ser el incremento en el contenido en sales de los suelos 
enmendados. Precisamente los análisis químicos de los suelos A y N confirmaron un 
incremento de la conductividad eléctrica en estos suelos (salinidad), a diferencia del 
suelo tratado con BC, lo que podría favorecer el incremento de la presencia de este 
tipo de bacterias en estos suelos enmendados y explicaría la correlación encontrada 
entre la conductividad eléctrica y su presencia (r=0,44; P<0,05), puesto que se trata de 
un grupo bacteriano que ha sido detectado en suelos ricos en sales (Theodorakopoulos 
et al., 2013). Algo parecido sucede también con Nitrospira, filo detectado con una baja 
abundancia solamente en el análisis de BC, pero que posteriormente se pudo 
confirmar el incremento de su abundancia en los tres suelos enmendados (OTU 1047). 
Como se comenta anteriormente (apartado 4.6.1), este aumento podría deberse al 
incremento de los nutrientes lábiles y algunas especies de nitrógeno en los suelos 
enmendados. 
Por otra parte, las bacterias de la clase Epsilonproteobacteria fueron 
consideradas como de origen indeterminado ya que no fueron detectadas en el suelo 
control y, aunque su presencia sí se observa en el análisis de otros lodos de 
depuradora (Snaidr et al., 1997; Stampi et al., 1999; Kodama y Watanabe, 2004), en el 
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análisis de los residuos orgánicos empleados en nuestro trabajo no se han hallado 
secuencias correspondientes a este grupo. En suelos naturales se trata de un grupo 
bacteriano extremadamente atípico (Spain et al., 2009) y su hábitat natural más 
frecuente son los fondos marinos que presentan condiciones de presión selectiva más 
extremas (Briée et al., 2007). No obstante, en nuestro trabajo, fueron detectadas en 
los suelos N, aunque por un corto periodo de tiempo, al igual que en otro estudio 
realizado en suelos de Brasil (Val-Moraes et al., 2011). Concretamente, el OTU 1565 
(género Sulfuricurvum; Epsiloproteobacteria) fue observado en los primeros dos 
muestreos de los suelos N. Otros estudios también han observado su presencia en 
suelos tratados con heces porcinas (Hong et al., 2013). Recientemente, se ha publicado 
el análisis de su genoma en el que se han hallado genes de resistencia que 
presumiblemente aumentan la supervivencia de este género en presencia de altas 
concentraciones de metales, además de atribuírsele cierta similitud genética con 
patógenos de la misma clase bacteriana (Handley et al., 2014). Por lo tanto, la 
presencia de este tipo de bacterias en el suelo tratado podría favorecerse por las 
condiciones selectivas que ejercen las enmiendas durante los primeros muestreos en 
el suelo. 
 
4.6.2.3 ¿Podrían proponerse algunos OTUs como marcadores del uso de 
las enmiendas orgánicas? 
En la literatura científica consultada no se han hallado referencias que definan 
grupos microbianos específicos (incluso OTUs) como marcadores del uso de las 
enmiendas orgánicas en el suelo. Pese a ello, en los trabajos previos realizados en 
nuestro laboratorio por la Dra. Gondim-Porto se describieron OTUs marcadores en los 
suelos contiguos de la misma finca agraria tratados con lodos de depuradora de 
digestión aerobia y anaerobia (Gondim-Porto, 2012). Apoyándonos en este trabajo 
(análisis previo), en el análisis actual hemos pretendido establecer si algunos de los 
OTUs considerados como de origen indeterminado (es decir, que no fueron 
detectados ni en las enmiendas ni en el suelo control, Tabla 43), como ubicuos y 
potenciados (es decir, que formaran parte del suelo control, aparte de proceder o no 
de las enmiendas, Tabla 42) y como específicos de las enmiendas (que se 
transmitieran de la enmienda al suelo y no se hallaran en el suelo control, Tabla 44) 
pueden ser utilizados como marcadores. Se pueden observar algunas coincidencias, 
pero en cualquier caso, no hemos sido capaces de detectar ningún marcador específico 
exclusivo que permitiera detectar la aplicación de enmiendas compostadas (tipo 
suelo B). 
Con la comparación del primer grupo de OTUs (de origen indeterminado) se 
hallaron algunas coincidencias entre ambos experimentos. Por ejemplo: algunos OTUs 
descritos en los suelos B (análisis actual) coincidieron solamente con los destacados en 
los suelos tratados con lodo aerobio (a. previo), como 528 (género Sporocytophaga; 
Bacteroidetes) y 1269 (género Inquilinus; Alphaproteobacteria), por lo que su 
detección, además de relacionarse con los lodos aerobios, podría ampliarse también a 
enmiendas similares a BC. En cambio, el OTU 1067 (género Caulobacter; 
Alphaproteobacteria), detectado en el suelo B (a. actual), coincidió con los suelos 
tratados con ambos tratamientos, lodos aerobios y anaerobios (a. previo), así que su 
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detección podría relacionarse con el uso general de enmiendas orgánicas. Otras 
coincidencias fueron las de los OTUs 391 (género Actinomadura; Actinobacteria) y 
1447 (género Dechloromonas; Betaproteobacteria), detectados en los suelos N 
(a. actual), con los mismos OTUs hallados en los suelos tratados con lodo aerobio y 
anaerobio en el trabajo de Gondim-Porto (a. previo), por lo que la observación 
conjunta de ambos experimentos propondría a este OTU como marcador general de 
lodos en el suelo. Las coincidencias de estos resultados confirman la utilidad de 
algunos OTUs como marcadores de la presencia de la enmienda. 
Por otra parte, los OTUs ubicuos o potenciados (cuya abundancia en el suelo se 
incrementó tras la aplicación de las enmiendas; Tabla 35 a Tabla 41), fueron también 
reevaluados comparándolos con el análisis previo (Gondim-Porto, 2012), como se 
muestra en la Figura 38. 
 
Figura 38. Análisis comparativo entre OTUs marcadores. 
Mediante un diagrama de Venn se comparan los OTUs detectados como marcadores en el 
análisis previo de Gondim-Porto (designados como AE_OTUs, suelos enmendados con lodos 
aerobios, y ANAE_OTUs, suelos enmendados con lodos anaerobios) (Gondim-Porto, 2012) con 
los OTUs detectados en el análisis actual (N_OTUs, B_OTUs y A_OTUs).  
 
En ambos ensayos, el OTU 1122 (género Rhodoplanes; Alphaproteobacteria), 
presente en el suelo sin enmendar, mostró un incremento de su abundancia en los 
suelos enmendados con lodos aerobios (Figura 38). Se trata de un género bacteriano 
que fuimos capaces de hallar en el suelo control pero que también se ha descrito en 
lodos de depuradora (Hiraishi y Ueda, 1994), y se ha definido como un tipo de 
bacterias capaz de reducir las especies oxidadas de nitrógeno en el proceso de 
desnitrificación (Okamura et al., 2009). Por otra parte, el OTU 1265 (género 
Azospirillum, Alphaproteobacteria), que previamente fue considerado como un 
marcador exclusivo de la enmienda ANAE (suelos tratados con lodo anaerobio del 
análisis previo), se ha detectado en los suelos tratados con ambos tipos de lodos (A y 
N) en el trabajo actual. Por lo tanto, tras esta segunda prueba, no se puede confirmar 
su carácter como marcador exclusivo de lodo anaerobio, pero sí podríamos 
OTU 
1265
OTU 
1099
OTU 
1122
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presentarlo como un marcador general del uso de lodos. De una forma similar, el OTU 
1099 (género Bosea, Alphaproteobacteria) podríamos considerarlo como un marcador 
general del uso de enmiendas orgánicas (suelos B, A y N), puesto que previamente 
había sido identificado en el trabajo de Gondim-Porto aunque entonces fue designado 
como marcador exclusivo del uso de lodo anaerobio (ANAE) (Gondim-Porto, 2012). 
Varios autores han detectado este OTU en digestores con diferentes tipos de 
tratamientos para la depuración de aguas (Ouattara et al., 2003; Sharma y Philip, 
2015). 
Finalmente, se realizó la comparación de los OTUs que en el análisis actual 
fueron designados como OTUs marcadores específicos (Tabla 44) con los observados 
en el análisis previo de Gondim-Porto en el que fueron designados como marcadores 
exclusivos de la aplicación de una enmienda concreta. De esta manera, hemos 
comprobado que algunos OTUs propuestos en el análisis actual como marcadores 
exclusivos de la enmienda LANAE, en realidad se trataría de marcadores de lodos en 
general, ya que se consideraron en el análisis previo como OTUs característicos del 
lodo aerobio o de ambos. Este fue el caso de algunos OTUs del filo Bacteroidetes como 
454 y 469. El OTU 454 (género Petrimonas) fue designado previamente como 
marcador del uso del lodo aerobio mientras que el OTU 469 (orden Bacteroidales) 
anteriormente fue propuesto como marcador general de lodos (lodo aerobio y 
anaerobio). Con estas comparaciones solo podemos sugerir un carácter general para 
estos dos OTUs como marcador del uso de lodos (de cualquier tipo) en el suelo. Otro 
ejemplo de marcador general para el uso de lodos en el suelo sería el OTU 1557 (clase 
Deltaproteobacteria) que fue detectado en suelos tratados con LANAE (a. actual) pero 
que en el análisis previo apareció en suelos tratados con ambos tipos de lodo. 
También, a partir de los resultados del análisis actual, proponemos otros marcadores 
generales del uso de LAE y LANAE indistintamente, como los OTUs 154 (género 
Actinomyces, filo Actinobacteria), 790 (Clase Bacilli, filo Firmicutes), 843 y 846 (clase 
Clostridia, filo Firmicutes), de los cuales el único que coincidió con el análisis previo fue 
el primero de ellos. En cualquier caso, después del estudio de los datos presentados 
aquí, proponemos a los OTUs 542 (género Prolixibacter; Bacteroidetes), 1484 y 1548 
(clase Deltaproteobacteria) como marcadores exclusivos del uso de las enmiendas 
anaerobias que no han sido observados en el análisis previo. 
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Tabla 45. Resumen de los OTUs verificados previamente o propuestos en el análisis 
actual por primera vez. 
En “verificado en ambos trabajos” se recogen los OTUs propuestos en análisis previos 
(Gondim-Porto, 2012) y que posteriormente fueron observados en el trabajo 
presente. Los OTUs propuestos como marcadores de suelo tratado “B” han sido 
observados únicamente en el trabajo presente bajo esas condiciones, ya que en el 
análisis previo no se aplicó BC. En “Propuestos por primera vez” se recogen los OTUs 
que han sido propuestos exclusivamente en el trabajo presente. 
 
Tras esta comparativa de dos experimentos similares se podría concluir que 
establecer marcadores del uso de estos residuos en los suelos enmendados es una 
tarea compleja, puesto que las metodologías de obtención de unos u otros residuos 
son diferentes y que aún asumiendo que pudieran existir los mismos microorganismos, 
el crecimiento durante el proceso de producción de las enmiendas puede estimular a 
unos y no a otros. Además, la materia prima de origen de lodos y productos 
compostados puede ser muy distinta en función del tamaño y los tipos de poblaciones 
humanas que residen en las ciudades de procedencia (Newton et al., 2015). Por todo 
ello, los resultados aquí descritos muestran que los OTUs que pudieran indicar la 
presencia o uso de los distintos tipos de enmiendas han de ser revisados con mucha 
cautela si se quieren proponer como marcadores específicos. 
  
OTU/s 
propuesto/s para 
suelos tratados...
...A ...N ...A/N ...B/A ...B/A/N
1122 154 528 1067
391 1269 1099
454
469
1265
1447
1557
542 790
1484 843
1548 846
Verificados en 
ambos trabajos
Propuestos por 
primera vez
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4.7 Conclusiones 
1. La adición de residuos orgánicos influyó de forma significativa sobre la 
estructura de las poblaciones microbianas del suelo modificando su 
composición durante un periodo prolongado de tiempo. 
2. El incremento de la materia orgánica y, en especial, de los compuestos lábiles 
presumiblemente favoreció el desarrollo de algunos grupos bacterianos 
oportunistas del suelo (como Proteobacteria y Bacteroidetes) y la disminución 
relativa de otros con un metabolismo oligotrófico (como Acidobacteria y 
Cyanobacteria) en los suelos enmendados. 
3. Algunos elementos de los filos Actinobacteria, Gemmatimonadetes y 
Planctomycetes mostraron alteraciones en su abundancia durante todo el 
ensayo aunque la influencia de las enmiendas en su presencia no es clara. 
4. Los cambios que produce en el suelo la adición de las enmiendas podrían 
estimular el crecimiento de algunos grupos bacterianos poco abundantes del 
suelo como Epsiloproteobacteria, Deinococcus-Thermus o Nitrospira. 
5. La aplicación del lodo anaerobio produjo los cambios más importantes en el 
suelo como el incremento de la abundancia de las bacterias de los filos 
Firmicutes (clases Clostridia y Erysipelotrichi), Synergistetes, Chloroflexi (clase 
Anaerolineae) y Bacteroidetes (clase Bacteroidia) durante los primeros 
muestreos. 
6. Pese a la complejidad del análisis se pueden proponer algunos OTUs antes no 
propuestos, que podrían ser usados para detectar de forma exclusiva la 
aplicación de lodos anaerobios en el suelo: 542 (Bacteroidetes), 1484 y 1548 
(Deltaproteobacteria), o bien para la detección de ambos tipos de lodos 
(aerobio y anaerobio): 790, 843 y 846 (Clostridia). Sin embargo, en el presente 
trabajo no hemos podido detectar marcadores nuevos exclusivos para el uso de 
lodos aerobios ni para el uso de basura compostada. 
7. Confirmamos el uso del OTU 1122 (Alphaproteobacteria) como marcador 
específico de lodo aerobio, con respecto a experimentos previos. 
8. Por otra parte, también proponemos la detección de otros OTUs para la 
determinación de la presencia de diferentes enmiendas en suelos tratados con: 
a. lodos (aerobio y anaerobio): 154 y 391 (Actinobacteria), 454 y 469 
(Bacteroidetes), 1265, 1447 y 1557 (Proteobacteria).  
b. basura compostada y lodo aerobio: 528 (Bacteroidetes) y 1269 
(Proteobacteria).  
c. los tres tipos de enmiendas: 1067 y 1099 (Proteobacteria). 
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Capítulo V 
5 Reflexión final 
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5.1 ¿Cómo es el impacto microbiológico en el suelo tras la 
adición de enmiendas orgánicas? Resistencia y 
resiliencia 
En el análisis realizado hemos podido comprobar que los parámetros 
microbianos estudiados son sensibles a las perturbaciones que causa la aplicación de 
enmiendas orgánicas en el suelo, es decir, que las poblaciones microbianas nativas no 
fueron resistentes a los cambios. Esta observación está en consonancia con la revisión 
de trabajos similares realizada por Allison y Martiny (2008) en la que se observó que 
más del 80 % de los suelos enmendados con residuos orgánicos mostraban sensibilidad 
frente a las perturbaciones causadas por estos productos (Allison y Martiny, 2008). No 
obstante, pese a esta ausencia de resistencia, se pudieron observar diferentes grados 
de alteración en los tres tipos de suelos enmendados. Concretamente, al poco tiempo 
de añadirse las enmiendas, en el suelo tratado con lodo anaerobio fue donde se 
registró un mayor número de cambios, tanto a nivel de la respiración basal y de la 
biomasa, como de los perfiles metabólicos o taxonómicos. Gracias a ello también se 
pudieron definir un mayor número de caracteres o marcadores relacionados con la 
aplicación de estas enmiendas. 
Puesto que en todos los suelos se hallaron alteraciones significativas, quizá lo 
interesante sería valorar hasta qué momento persistieron dichas alteraciones. En este 
sentido se ha comprobado que tras dos años de estudio siguieron registrándose 
diferencias significativas en todas las características analizadas en los tres suelos 
tratados, por lo que no podemos determinar claramente qué tratamiento indujo 
efectos menos duraderos, o dicho de otra manera, qué suelo mostró poblaciones con 
una mayor resiliencia a los cambios. Este hecho es habitual ya que en un elevado 
número de trabajos similares las perturbaciones duraron varios años (Allison y 
Martiny, 2008; Bastida et al., 2013). Posiblemente, las dosis tan elevadas de 
enmiendas, que mantuvieron sus efectos químicos y físicos hasta el final del análisis, 
promovieron la persistencia de los cambios microbianos en el suelo durante el periodo 
de análisis. 
Un aspecto interesante relacionado con la resistencia y la resiliencia de las 
poblaciones microbianas en los mismos suelos consistiría en determinar el efecto que 
se produciría en ellas tras una nueva aplicación del mismo tipo de enmiendas años 
después del presente análisis. En ese hipotético caso, ¿mostrarían el mismo nivel de 
alteraciones que el estudio actual? Diversos trabajos hablan del concepto de tolerancia 
comunitaria inducida por estrés o “entrenamiento” que pueden adquirir los 
microorganismos tras ser sometidos previamente a condiciones similares como, por 
ejemplo, estados de sequía severos que incrementan la resiliencia de las poblaciones 
frente a nuevas condiciones de sequía (Schimel et al., 2007a; Berard et al., 2012). En 
nuestro caso particular, las poblaciones de los suelos previamente tratados podrían 
estar más preparadas para amortiguar el incremento masivo y repentino de la materia 
orgánica, sin sufrir tantas variaciones en su patrón metabólico ni taxonómico como ha 
sucedido en el presente trabajo. Otro aspecto interesante que tener en cuenta en el 
suelo tratado con enmiendas orgánicas consiste en su nivel de diversidad microbiana. 
El mantenimiento de niveles elevados de diversidad microbiana en el suelo juega un 
papel importante en la resistencia frente a las perturbaciones, al ser capaces las 
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poblaciones de desarrollar un mayor número de funciones (Gardi y Jeffery, 2009; 
Bardgett y van der Putten, 2014). Una situación en la que no se produciría una 
disminución del número de funciones sucedería cuando organismos diferentes son 
capaces de realizar procesos metabólicos similares en el suelo. Este hecho se 
denomina redundancia funcional y gracias a él las poblaciones del suelo podrían 
sobreponerse a los cambios que inducen las perturbaciones sin reducir el número 
original de funciones, obviamente si su sensibilidad a estas perturbaciones es distinta. 
En nuestro trabajo, el estudio de los perfiles metabólicos tras la aplicación de 
enmiendas parece señalar un aumento de la diversidad funcional, el cual puede 
encontrarse muy relacionado con el aumento a nivel de la diversidad taxonómica y, 
por ende, la aplicación de enmiendas en el suelo podría favorecer la capacidad de 
resistencia del suelo. 
 
5.2 Entonces, ¿qué residuo es más conveniente para su 
uso en agricultura y cuál es su influencia en el medio 
ambiente? 
Pese a las modificaciones de índole general que se producen en los suelos 
enmendados de nuestro trabajo, existen modificaciones más específicas que dependen 
del tipo de enmienda que se añada al suelo (Bastida et al., 2008b; Bowles et al., 2014). 
En función de los resultados observados, a nivel tanto edáfico como microbiano, se 
podría recomendar el uso de enmiendas compostadas para ser utilizadas en una sola 
aplicación durante el plazo de al menos dos años. 
A nivel químico, consideramos que el uso de enmiendas compostadas es más 
favorable debido a la mayor proporción de carbono recalcitrante que se añade con 
estos residuos (junto con el carbono lábil que de por sí se añade). Este tipo de carbono 
complejo permitiría el mantenimiento de la materia orgánica en el suelo durante un 
periodo prolongado de tiempo. Por el contrario, los lodos de depuradora aplicados 
aportan una mayor proporción de carbono lábil en el suelo que promueve el 
incremento de su mineralización (en forma de CO2) en vez de permanecer en el suelo. 
Desde la perspectiva de las características físicas del suelo, la estabilidad de los 
agregados formados en el suelo B es mayor, lo que significa un punto a favor adicional 
en términos de salud del suelo. Desde un enfoque más sanitario, químicamente las 
enmiendas compostadas son menos nocivas que los lodos sin compostar debido al 
tratamiento térmico que sufren en su elaboración. En estos términos existen diversos 
trabajos que también muestran preferencia por el uso de residuos orgánicos 
compostados (Diacono y Montemurro, 2010; Tarrasón et al., 2010; Jorge-Mardomingo 
et al., 2013; Sciubba et al., 2014). 
Desde el punto de vista microbiano, este tipo de enmienda parece ser la que 
causó menos impacto sobre las poblaciones microbianas del suelo. En primer lugar, a 
nivel fisiológico, ya que a pesar de que se incrementaron la respiración y la biomasa 
tras la aplicación de la enmienda en el suelo B, se alcanzó una estabilidad en el 
cociente metabólico (qCO2) a lo largo del segundo año, el cual fue incluso más bajo que 
el observado en el suelo control. Por otra parte, aunque ocurrió especialmente en los 
primeros muestreos, los resultados de los perfiles de consumo de sustratos (CLPPs) 
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mostraron un aumento de la diversidad funcional con respecto al resto de suelos 
enmendados, por lo que esto podría ser positivo en términos de resistencia, como 
hemos comentado anteriormente. En segundo lugar, a nivel taxonómico, podríamos 
resaltar que con estas enmiendas no se introdujeron microorganismos potencialmente 
patógenos, por lo que desde un punto de vista sanitario este tipo de enmiendas ofrece 
mayores garantías. 
 
5.3 ¿Qué relación existe entre las modificaciones en el 
perfil metabólico y los cambios poblacionales? 
Establecer la relación entre la estructura de las poblaciones microbianas y su 
perfil metabólico en el suelo (estructura-funcionalidad) permitiría comprender de 
forma más profunda los cambios que suceden en éste ante diversas perturbaciones, tal 
y como sugieren algunas investigaciones (Zak et al., 2003; Allison y Martiny, 2008; 
Bastida et al., 2013). Sin embargo, se trata de una tarea de extrema complejidad 
(Achenbach y Coates, 2000; Nielsen et al., 2011) y, en muchas ocasiones, solamente se 
llegan a definir unos pocos marcadores que ayudan a esclarecer dicha relación (Fierer 
et al., 2007; Allison y Martiny, 2008). Es más, incluso el verdadero problema no 
acabaría ahí ya que las técnicas empleadas presentan varias limitaciones. Una de ellas 
reside en la escala de trabajo utilizada en los ensayos in vitro, puesto que las pequeñas 
cantidades de suelo usadas habitualmente en estos análisis en realidad representan 
una parte pequeña del ecosistema (Treseder et al., 2012) que, en muchas ocasiones, se 
intenta compensar con el número de muestras analizadas. Otras de las limitaciones 
serían los factores espacial y temporal, ya que las poblaciones microbianas son 
distintas en función de las diferentes condiciones de cada punto de muestreo y de 
cada momento (Fierer y Jackson, 2006; Philippot et al., 2009; Bardgett y van der 
Putten, 2014). Por todas estas razones describir la ecología del suelo sigue siendo una 
tarea compleja y, por ello, en diversos estudios se intentan utilizar modelos que 
ayuden a extrapolar los datos obtenidos a pequeña escala (Wieder et al., 2013; 
Cederlund et al., 2014; Powell et al., 2015).  
Una de las formas de establecer nuevos modelos se basa en el uso de 
marcadores microbianos que caractericen las poblaciones microbianas en función de 
su atributos biológicos (e. g. fisiológicos, como la respiración o la biomasa) (Webb et 
al., 2010) para, posteriormente, intentar comprender el comportamiento de los 
microorganismos con el medio que los rodea (McGill et al., 2006; Allison, 2012). Estos 
modelos permitirían predecir qué procesos fisiológicos se producirían y de qué 
manera, así como la presencia/ausencia o la proporción de las especies a lo largo de 
diferentes condiciones del suelo (Webb et al., 2010; Allison, 2012). En este sentido, 
existen diversos trabajos que intentan definir atributos microbianos en suelos que 
sufren alteraciones climatológicas, como pueden ser la sequía o las precipitaciones 
(Schimel et al., 1999; Allison y Martiny, 2008; Allison y Treseder, 2008; Castro et al., 
2010). En nuestro caso, hemos intentado encontrar indicadores, y correlaciones entre 
ellos, que permitieran alimentar modelos publicados que intentan predecir el 
comportamiento del suelo en función de las actividades microbianas (Manzoni et al., 
2014) con el fin de definir lo que ocurriría en suelos tratados con enmiendas orgánicas. 
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El incremento de la respiración basal y de la biomasa microbiana, inducido por 
la presencia de la materia orgánica (según se explica en el capítulo II), se correlacionó 
positivamente con los valores de las tasas de consumo de la alanina (aminoácido) y de 
la fructosa y la glucosa (azúcares), y de forma negativa con las tasas de consumo de 
algunos ácidos orgánicos como el ácido cítrico y el ácido málico (Tabla 46). Asumimos 
que los microorganismos responsables de esos incrementos de respiración y biomasa 
son copiotrofos y oportunistas, por lo que sugerimos la posible relación entre estas 
poblaciones y el incremento del consumo de algunos azúcares y aminoácidos junto con 
la disminución del metabolismo de algunos ácidos orgánicos. 
 
 
Tabla 46. Correlaciones significativas (P<0,05) entre las variables fisiológicas y las 
tasas de consumo de algunos sustratos. 
Las correlaciones positivas se colorean en azul y las negativas en rosa. 
 
Estas correlaciones refuerzan el posible uso de la glucosa como un marcador 
importante de la aplicación de enmiendas orgánicas (Tabla 46). Debido al 
comportamiento observado en el análisis de CLPPs, este sustrato ya había sido 
sugerido previamente como marcador (tardío) de suelos tratados con residuos 
orgánicos (capítulo III) y, además, se correlaciona de forma individual pero significativa 
con algunos OTUs bacterianos como se muestra a continuación en la Tabla 47. Estos 
OTUs pertenecen fundamentalmente a Proteobacteria, filo en el que una gran parte de 
microorganismos que lo integran presentan una nutrición copiotrofa. Así, en futuros 
ensayos de suelos tratados con enmiendas orgánicas podríamos asociar un incremento 
en el uso de este sustrato con un incremento en la proporción de determinados OTUs 
de las clases Beta y Gammaproteobacteria. Aparte del caso de la glucosa, la 
abundancia relativa de varios OTUs de Proteobacteria o de la familia Planococcaceae 
(OTU 805, filo Firmicutes) mostró una correlación positiva con la evolución de las tasas 
de consumo de otro azúcar como la arabinosa o con aminoácidos como la lisina y el 
GABA (Tabla 47). Entre estas correlaciones se puede resaltar la del consumo de lisina 
con el OTU 805, debido a que fue observada de forma exclusiva. 
También nos resultó muy interesante el comportamiento de los OTUs de la 
clase Deltaproteobacteria. Por regla general, la presencia de las bacterias de esta clase 
disminuyó cuando se aplicaron las enmiendas, y de hecho las correlaciones que se 
hallaron entre este grupo bacteriano y algunos nutrientes añadidos con las enmiendas 
(Nitratos: r=-0,42; P<0,05) u otras propiedades (conductividad r=-0,36; P<0,05 o 
humedad del suelo r=- 0,33; P<0,05) fueron negativas, aunque no especialmente altas. 
Sin embargo, a nivel de estructura-funcionalidad se observó que la abundancia de 
algunos OTUs de esta clase (1522 y 1536) se correlacionó de forma positiva con el 
consumo de algunos azúcares y aminoácidos (Tabla 47). Por esta razón se sugiere 
prestar una atención mayor al análisis concreto de estas bacterias en suelos 
enmendados. 
Á. cítrico Á. málico Alanina Fructosa Glucosa
Respiración basal -0,34 0,33 0,50 0,39
Biomasa microbiana -0,43 -0,49 0,34 0,47 0,41
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Tabla 47.Correlaciones significativas (P<0,001) entre OTUs y tasas de consumo de 
algunos sustratos. 
Todas las correlaciones fueron positivas. 
 
Haciendo referencia al poder discriminatorio de los ácidos orgánicos 
destacados en el capítulo III, hemos encontrado una serie de correlaciones 
(significativas aunque no especialmente fuertes) entre sus tasas de consumo y algunos 
grupos bacterianos, que refuerzan el uso como marcador de alguno de estos 
compuestos (Tabla 48). De esta forma, se aprecia que las tasas de consumo del ácido 
protocatéquico, sustrato de difícil degradación, se correlacionan de forma negativa con 
varios taxones y OTUs del filo Proteobacteria, correspondientes principalmente a 
organismos copiotrofos y oportunistas. Por el contrario, esas tasas se correlacionan de 
forma positiva con la abundancia de Acidobacteria (y algunos OTUs concretos de ese 
filo y clases y algunos pertenecientes a filos distintos), el cual presenta un metabolismo 
oligotrofo. Aunque somos conscientes de que esta última observación no implica 
necesariamente que la degradación de este sustrato complejo sea llevada a cabo por 
Acidobacteria, se puede decir que la disminución de la abundancia de este grupo 
bacteriano, que ocurre cuando se añaden enmiendas, coincide con la disminución 
relativa de la degradación del ácido protocatéquico. Por esta razón, el uso del ácido 
protocatéquico en el ensayo de CLPPs es importante ya que muestra un número de 
correlaciones significativas relevante (Tabla 48), probablemente debido a que es un 
Lisina GABA Glucosa Arabinosa
Bacilli
805 Planococcaceae 0,53
Alphaproteobacteria
1121 Prosthecomicrobium 0,67 0,56
1216 Rubellimicrobium 0,51
Betaproteobacteria
1391 Collimonas 0,54 0,54
1393 Herbaspirillum 0,56
1396 Massilia 0,73
1454 Shinella 0,65
Deltaproteobacteria
1522 Cystobacter 0,5
1536 Nannocystineae 0,51
Gammaproteobacteria
1839 Steroidobacter 0,53
1857 Stenotrophomonas 0,56
Grupo microbiano / OTU
Tasa de consumo de...
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compuesto difícil de degradar, más próximo a las ligninas y compuestos análogos que 
se encuentran de manera natural en el suelo.  
De la misma manera, las correlaciones obtenidas entre el uso del ácido cítrico y 
la abundancia de diversos grupos microbianos indican que se trata de un buen 
marcador. El consumo de ácido cítrico se correlaciona negativamente con una serie de 
OTUs, sin coincidir con los que se correlacionaron con el consumo del ácido 
protocatéquico, con lo que podemos hallar diferencias discriminatorias entre el 
consumo de las poblaciones del suelo (Tabla 48). Estos resultados confirman la bondad 
de este marcador puesto que ya nos permitió diferenciar entre los patrones de 
consumo de las poblaciones asociadas a los diferentes suelos tratados (capítulo III). En 
cambio, el análisis de otros ácidos orgánicos, como el oxálico o el málico, no nos 
reportó tanta información como para considerarlos tan determinantes de los cambios 
sufridos en el suelo. 
 
 
Tabla 48. Correlaciones entre grupos bacterianos u OTUs y tasas de consumo de 
ácido protocatéquico y cítrico. 
Las correlaciones positivas se colorean en azul y las negativas en rosa. Todas 
mostraron una significación de P<0,05, excepto **, cuya significación fue de P<0,01. 
 
Consideramos que estos datos contribuirían a dilucidar la relación estructura-
funcionalidad de las poblaciones microbianas del suelo mediante su introducción en 
modelos del tipo previamente indicado. Es más, según la bibliografía que hemos 
consultado, creemos que estos datos son los primeros publicados que permiten 
relacionar el consumo de determinados sustratos con grupos concretos de 
microorganismos (mucho de ellos géneros bacterianos) en suelos tratados con 
enmiendas orgánicas procedentes del tratamiento de residuos urbanos. No obstante, 
Nielsen y colaboradores fueron capaces de correlacionar la presencia/abundancia de 
determinados OTUs con algunas características edáficas y microbianas en suelos 
Á. prot. Á. cít. Á. prot. Á. cít. Á. prot. Á. cít.
Acidobac. 0,37 134 0,37 1069 α 0,39
Actino. -0,34 135 0,37 1115 α -0,32
Gemmatmndts. 0,33 136 0,33 1117 α 0,34
Proteobac. -0,40 396 0,32 1205 α -0,35
Gp2 0,82 425 0,43 1305 α -0,35
Gp4 0,35 474 0,45 1309 α -0,34
Gp5 0,36 529 -0,38 1334 β -0,40
Gp6 0,35 632 -0,36 1393 β -0,38
Actino. -0,34 659 -0,35 1454 β -0,32
Caldil. -0,43 736 -0,39 1456 β -0,34
Gemmatmndts. 0,31 1042 0,39 1522 δ -0,38
Betaprot. -0,33 1531 δ 0,38
1558 δ 0,49**
Tasa de... Tasa de...Tasa de...
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enmendados con biochar (una especie de carbón vegetal). Sin embargo, éste y muchos 
otros trabajos publicados, solo realizan un análisis al final del ensayo (Poulsen et al., 
2013; Nielsen et al., 2014; Torres et al., 2015). En nuestro trabajo, en cambio, se 
realiza un seguimiento trimestral a lo largo de dos años, lo que proporciona un elevado 
número de datos que concede un rigor estadístico significativo a nuestros resultados. 
 
5.4 ¿De qué manera podrían aplicarse los hallazgos 
encontrados? 
En el trabajo aquí expuesto proponemos la determinación de un conjunto de 
marcadores característicos de una o varias enmiendas que permitirían detectar de 
forma rápida la presencia de éstas en el suelo, indicar la calidad de un suelo tras la 
utilización de dichas enmiendas (posibles patógenos, índices fisiológicos, diversidad 
funcional) y, como hemos comentado, ayudar a establecer relaciones entre la 
estructura de las poblaciones y su funcionalidad. Estos marcadores son de carácter 
metabólico o de carácter taxonómico. 
Para determinar el primer tipo de marcadores proponemos el uso de un 
dispositivo con un fundamento similar al de MicroRespTM, basado en unas 
modificaciones recientemente sugeridas (Swallow y Quideau, 2015). En el trabajo de 
Swallow se propone realizar el ensayo en una placa de incubación con un menor 
número de pocillos (24 en vez de 96) de mayor tamaño. La introducción de esta mejora 
salvaría los problemas que conlleva el uso de pequeñas cantidades de suelo, además 
de la perturbación que supone su tamización. A partir de nuestros resultados, 
sugerimos el uso de un número reducido de sustratos como, por ejemplo, la glucosa, la 
arginina, el ácido protocatéquico y el ácido cítrico que consideramos que presentan 
cierta relevancia en la identificación de diferencias metabólicas entre las poblaciones, 
aunque podrían usarse otros más especializados en función de las enmiendas aplicadas 
que se comentan posteriormente. De la misma manera se determinaría la respiración 
basal y la biomasa microbiana a lo largo de 4 horas. Todas estas determinaciones 
metabólicas podrían llevarse a cabo en un solo día, permitiendo describir en el suelo 
analizado la diversidad funcional, la respiración, la biomasa y los índices fisiológicos. 
Para determinar el segundo conjunto de marcadores, podríamos utilizar la 
técnica de la PCR cuantitativa (qPCR) usando cebadores específicos para la detección 
selectiva de los grupos bacterianos y OTUs propuestos en este trabajo. Mediante esta 
metodología se podría cuantificar en el plazo de pocas horas la presencia de 
microorganismos concretos o de grupos de microorganismos, lo que ayudaría a 
describir la estructura de las poblaciones microbianas presentes en el suelo así como la 
presencia de posibles patógenos tras la aplicación de enmiendas. 
Desde nuestro punto de vista, también consideramos que el número y tipo de 
sustratos empleados en el ensayo de CLPPs podría adecuarse a ensayos más 
específicos, ya que no todos los sustratos fueron lo suficiente informativos. En este 
sentido se han realizado modificaciones de MicroRespTM en las que únicamente el 
consumo de glucosa es suficiente para evaluar el efecto tóxico de metales en el suelo 
(Wakelin et al., 2013). Por tanto, se podrían proponer nuevos juegos de sustratos 
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basándonos en que en los suelos expuestos a un tipo de enmienda determinado se 
seleccionan poblaciones microbianas que degradan mejor los sustratos presentes en 
ese tipo de enmienda. Cabe recordar que los sustratos que recomienda MicroRespTM 
son compuestos químicos de carácter general que secretan las raíces (Campbell et al., 
2003), por lo que quizá esta metodología no estaría bien adaptada al ensayo de suelos 
tratados con enmiendas orgánicas. Así, si se adaptaran los sustratos a sustratos 
similares a los de las enmiendas se podrían determinar con una mayor exactitud si hay 
diferencias metabólicas entre las poblaciones de los suelos tratados con enmiendas 
compostadas o sin compostar, por ejemplo. 
Además de para mejorar la detección del tipo de enmienda aplicada, también 
sugerimos el uso de sustratos específicos para otro tipo de experimentos. Por ejemplo 
sustratos basados en compuestos contaminantes del suelo, como herbicidas, metales 
o derivados farmacéuticos con el fin de diseñar nuevos experimentos sobre suelos 
previamente enmendados con residuos orgánicos. Concretamente, proponemos la 
evaluación de la respuesta de las poblaciones del suelo frente a la presencia de 
compuestos derivados de herbicidas. Estos compuestos son utilizados de forma 
habitual en agricultura, pero su uso inapropiado puede ser una amenaza para la 
microbiota del suelo (Tejada, 2009; Bacmaga et al., 2015). Considerando este 
problema, proponemos evaluar si los suelos previamente enmendados son más 
resistentes a la presencia de herbicidas (como diflufenicán, mesosulfuron-metil,...). En 
función de los resultados que se obtuvieran en dicho experimento, se podría valorar 
un posible efecto beneficioso adicional del uso de las enmiendas orgánicas en el suelo. 
En caso de que las poblaciones de los suelos enmendados presentasen una mayor 
degradación de estos herbicidas, se podrían seleccionar dichas poblaciones con el fin 
de ser estudiadas para conocer los procesos de biorremediación de suelos 
contaminados con un exceso de agroquímicos (Singh y Singh, 2014). Estableciendo un 
paralelismo con la anterior propuesta, esta metodología también se podría aplicar al 
estudio de la degradación de disruptores endocrinos, compuestos recalcitrantes que 
causan efectos graves en especies animales, que ya están siendo detectados en suelos 
tratados con lodos de depuradora urbana (Rhind et al., 2013). 
 
5.5 Reflexión final 
En nuestro trabajo se han detallado una serie de modificaciones relacionadas 
con el uso de tres tipos de enmiendas orgánicas procedentes de residuos urbanos, las 
cuales indican que existen diferencias en la microbiota del suelo a partir de diversos 
indicadores fisiológicos y metabólicos de las poblaciones microbianas, así como en la 
composición de las poblaciones bacterianas que lo forman. Además, la influencia de 
cada enmienda en el suelo fue diferente según el indicador que se midió. Es decir, para 
las variables de respiración y biomasa y para los perfiles de consumo se observó una 
influencia mayor de la aplicación de BC en el suelo, por el contrario, los suelos tratados 
con lodos de depuradora presentaron un mayor número de alteraciones en la 
estructura de sus poblaciones bacterianas. A pesar de ello, consideramos que todos los 
indicadores han de tenerse en cuenta de una forma integradora, ya que son 
complementarios entre sí. A pesar de que este trabajo se basa en el estudio del 
comportamiento de las poblaciones microbianas en el suelo tras una aplicación de 
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enmiendas orgánicas, muchos de los datos obtenidos podrían extrapolarse a otras 
situaciones del suelo, por lo que podemos decir que se contribuye al conocimiento de 
la microbiología del suelo en general. 
A lo largo de dos años hemos comprobado que el suelo sufre alteraciones de 
forma casi inmediata que van disminuyendo, pero sin dejar de manifestarse hasta en el 
último de los muestreos. Esas alteraciones se deben a la “explosión biológica” del 
crecimiento de las poblaciones microbianas y su metabolismo, originada por la adición 
de una gran cantidad de compuestos presentes en las enmiendas y las modificaciones 
físicas producidas por éstas en el suelo. Algunos de los indicadores estudiados desde el 
punto de vista de la salud del suelo resultaron positivos a lo largo del tiempo como en 
el caso del cociente metabólico (qCO2) de los suelos tratados con basura compostada 
(BC). Así, el valor de este índice fisiológico fue mejor que el del suelo control, aunque 
hubo notables alteraciones en la estructura de las poblaciones y en sus perfiles 
metabólicos. La cuestión sería la siguiente, ¿qué son más relevantes en términos de 
salud del suelo, los indicadores fisiológicos o los relacionados con estructura-
funcionalidad? Según la definición de salud de suelo de Doran (Doran y Zeiss, 2000; 
Doran, 2002), los más importante para ésta parecen ser los factores relativos a la 
fisiología de las poblaciones, mientras que la estructura de esas poblaciones se 
contempla solamente en términos de diversidad sin importar qué microorganismos 
concretos la conforman. En esta definición, por la que apuestan también otros 
investigadores (Bran Nogueira Cardoso et al., 2013), lo importante es que el suelo siga 
siendo un recurso natural al servicio de los seres humanos, independientemente de 
qué seres biológicos lo integren. Pero quizá la definición de salud del suelo sea 
demasiado antropocéntrica todavía. Desde el punto de vista de nuestro trabajo, 
microbiológico, esto nos hace reflexionar sobre la importancia que existe en 
profundizar de forma más global en los tipos de indicadores microbianos, es decir, en 
busca de qué es lo que hacen y quiénes son los microorganismos que se encuentran en 
el suelo. Con estudios similares al presente deberíamos ser capaces de establecer 
cuáles son aquellos más apropiados en términos de información, versatilidad, rapidez y 
coste para ser utilizados en la descripción de la salud del suelo. 
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6.1 Conclusiones 
1. La respiración basal de los suelos enmendados fue superior a la del suelo 
control durante el primer año tras la adición de las enmiendas. Este incremento 
dependió especialmente de los nutrientes más fácilmente degradables (lábiles). 
2. La respiración basal durante el segundo año de ensayo fue superior a la del 
suelo control solo en el caso de los suelos tratados con lodos de depuradora, lo 
que indica que la naturaleza química de las mismas es determinante en cuanto 
a la respuesta microbiana que se produce. 
3. La biomasa microbiana se incrementó en los suelos enmendados durante todo 
el ensayo, independientemente del tipo de tratamiento. En particular, el 
aumento de la humedad y el de la cantidad de algunos compuestos de 
nitrógeno parecen regular este incremento. 
4.  Las poblaciones de los distintos suelos provocaron un incremento considerable 
del valor de qCO2, en algunos casos presumiblemente achacable al incremento 
de la actividad de una parte de la población, pero en otros casos como una 
respuesta al estrés que supone la presencia de algunas enmiendas. 
5. La aplicación de la enmienda compostada (BC) produjo un incremento en 
términos globales de la materia orgánica del suelo y disminuyó la producción 
de CO2, suponiendo un impacto más moderado sobre las poblaciones del suelo. 
6. La adición de enmiendas al suelo produce un cambio en el perfil de consumo de 
una serie de sustratos que es distinto en función del tipo de enmienda 
utilizada. 
7. Por regla general, el consumo de azúcares y aminoácidos se incrementó, 
mientras que el de ácidos orgánicos disminuyó, probablemente por el 
desarrollo de poblaciones oportunistas en el suelo que presentan un consumo 
preferente por los primeros. 
8. El consumo del ácido protocatéquico disminuyó en las parcelas enmendadas 
posiblemente debido al incremento de la cantidad de compuestos lábiles de 
carbono fáciles de metabolizar. 
9. El análisis del número de alteraciones significativas totales del consumo y de los 
valores de qCO2 de los sustratos permitió comprobar que los efectos de la 
aplicación de enmiendas perduraron más de dos años, lo que indica que la 
repercusión metabólica de las dosis aplicadas ha de medirse en plazos de 
tiempo superiores a los dos años. 
10. Los consumos de arginina, glucosa, ácido cítrico y ácido protocatéquico fueron 
característicos de la presencia en los suelos de enmiendas orgánicas por lo que 
podrían ser utilizados como marcadores para determinar la existencia de 
alteraciones en el suelo. 
11. La adición de residuos orgánicos influyó de forma significativa sobre la 
estructura de las poblaciones microbianas del suelo modificando su 
composición durante un periodo prolongado de tiempo. 
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12. El incremento de la materia orgánica y, en especial, de los compuestos lábiles 
presumiblemente favoreció el desarrollo de algunos grupos bacterianos 
oportunistas del suelo (como Proteobacteria y Bacteroidetes) y la disminución 
relativa de otros con un metabolismo oligotrófico (como Acidobacteria y 
Cyanobacteria) en los suelos enmendados. 
13. Algunos elementos de los filos Actinobacteria, Gemmatimonadetes y 
Planctomycetes mostraron alteraciones en su abundancia durante todo el 
ensayo aunque la influencia de las enmiendas en su presencia no es clara. 
14. Los cambios que produce en el suelo la adición de las enmiendas podrían 
estimular el crecimiento de algunos grupos bacterianos poco abundantes del 
suelo como Epsiloproteobacteria, Deinococcus-Thermus o Nitrospira. 
15. La aplicación del lodo anaerobio produjo los cambios más importantes en el 
suelo como el incremento de la abundancia de las bacterias de los filos 
Firmicutes (clases Clostridia y Erysipelotrichi), Synergistetes, Chloroflexi (clase 
Anaerolineae) y Bacteroidetes (clase Bacteroidia) durante los primeros 
muestreos. 
16. Pese a la complejidad del análisis se pueden proponer algunos OTUs antes no 
propuestos, que podrían ser usados para detectar de forma exclusiva la 
aplicación de lodos anaerobios en el suelo: 542 (Bacteroidetes), 1484 y 1548 
(Deltaproteobacteria), o bien para la detección de ambos tipos de lodos 
(aerobio y anaerobio): 790, 843 y 846 (Clostridia). Sin embargo, en el presente 
trabajo no hemos podido detectar marcadores nuevos exclusivos para el uso de 
lodos aerobios ni para el uso de basura compostada. 
17. Confirmamos el uso del OTU 1122 (Alphaproteobacteria) como marcador 
específico de lodo aerobio, con respecto a experimentos previos. 
18. Por otra parte, también proponemos la detección de otros OTUs para la 
determinación de la presencia de diferentes enmiendas en suelos tratados con: 
a. lodos (aerobio y anaerobio): 154 y 391 (Actinobacteria), 454 y 469 
(Bacteroidetes), 1265, 1447 y 1557 (Proteobacteria).  
b. basura compostada y lodo aerobio: 528 (Bacteroidetes) y 1269 
(Proteobacteria).  
c. los tres tipos de enmiendas: 1067 y 1099 (Proteobacteria). 
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ANEXO 1. Evolución detallada de los factores climáticos. 
 
Tabla 49. Datos climáticos de las parcelas durante el periodo de estudio. 
Los datos se obtuvieron de la propia estación meteorológica de la finca experimental (código 3195, dependiente de la AEMET). Las flechas 
señalan el número de muestreo y la estación del año. 
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ANEXO 2. Perfiles metabólicos. 
A  B  C  D  
E  F  G  H  
S0 B0
Á.Cít 6,20 0,35 8,01 0,92
Á.Mál * 14,93 1,23 10,66 0,19
Á.Oxá ** 12,80 0,34 8,82 0,57
Á.Pro *** 14,78 0,63 2,77 0,15
Ala * 6,75 0,54 8,41 0,24
Arg ** 3,18 0,37 6,92 0,57
GABA 3,88 0,44 4,93 0,16
Lys 0,61 0,24 1,41 0,19
Ara * 4,99 0,24 6,65 0,46
Fru * 6,86 0,25 8,73 0,40
Gal 7,25 0,22 8,19 0,34
Glu ** 5,29 0,30 9,29 0,39
NAG 5,14 0,29 6,92 0,66
Treh * 6,73 0,23 8,29 0,40
S1 B1
Á.Cít 12,36 0,57 12,51 0,35
Á.Mál *** 18,63 0,73 8,96 0,41
Á.Oxá 16,70 0,57 17,13 0,97
Á.Pro *** 26,03 0,77 9,74 0,18
Ala 4,69 0,32 7,61 1,12
Arg 1,80 0,03 3,33 1,52
GABA * 0,76 0,10 2,67 0,49
Lys ** 1,81 0,08 0,88 0,10
Ara * 0,81 0,10 4,20 0,62
Fru 2,40 0,12 4,36 1,32
Gal * 2,82 0,26 7,83 1,64
Glu ** 3,46 0,36 6,68 0,17
NAG 4,95 0,06 5,45 0,80
Treh ** 3,65 0,35 8,64 0,85
S2 B2
Á.Cít ** 18,54 1,11 11,94 0,28
Á.Mál * 19,54 0,64 10,72 2,03
Á.Oxá 13,05 0,45 14,99 0,97
Á.Pro ** 12,77 0,32 9,31 0,39
Ala 4,32 0,18 7,87 1,60
Arg 2,79 0,23 4,46 0,56
GABA 1,23 0,14 2,56 0,53
Lys ** 1,76 0,10 0,84 0,11
Ara ** 1,27 0,21 4,00 0,46
Fru * 3,55 0,12 4,77 0,25
Gal 6,86 0,66 7,55 0,18
Glu ** 4,39 0,27 6,08 0,15
NAG 6,94 0,14 6,70 0,33
Treh 6,75 0,36 8,21 0,56
S3 B3
Á.Cít * 11,63 0,56 7,72 0,78
Á.Mál 9,95 0,43 10,33 0,19
Á.Oxá 8,23 0,45 8,92 0,38
Á.Pro 4,65 0,62 3,10 0,19
Ala ** 7,36 0,16 8,47 0,15
Arg 7,01 0,74 6,88 0,49
GABA 5,20 0,31 5,34 0,21
Lys *** 4,10 0,15 1,43 0,18
Ara 5,67 0,09 6,71 0,46
Fru * 6,55 0,34 8,71 0,44
Gal 8,10 0,24 8,38 0,19
Glu * 7,36 0,40 9,33 0,29
NAG 6,18 0,34 6,48 0,50
Treh 8,01 0,12 8,19 0,39
S4 B4
Á.Cít * 10,67 0,29 7,75 0,76
Á.Mál * 13,41 1,08 10,37 0,18
Á.Oxá 10,30 0,55 8,95 0,34
Á.Pro ** 6,98 0,60 3,11 0,20
Ala 7,69 0,30 8,50 0,12
Arg 7,47 0,34 6,90 0,47
GABA 5,27 0,35 4,98 0,23
Lys ** 4,75 0,43 1,43 0,19
Ara 5,82 0,36 6,74 0,48
Fru *** 5,20 0,45 9,30 0,11
Gal * 7,08 0,29 8,41 0,21
Glu *** 0,73 0,01 9,49 0,43
NAG * 8,17 0,23 5,79 0,47
Treh 9,19 0,35 8,26 0,44
S5 B5
Á.Cít * 8,41 0,56 5,78 0,18
Á.Mál ** 17,35 0,63 11,24 0,58
Á.Oxá * 12,84 0,73 9,72 0,42
Á.Pro *** 11,17 0,68 4,90 0,21
Ala ** 5,37 0,24 7,97 0,26
Arg *** 1,51 0,10 7,27 0,26
GABA ** 1,97 0,44 4,97 0,27
Lys 0,59 0,16 0,73 0,09
Ara * 4,28 0,63 6,97 0,15
Fru 7,27 1,05 8,20 0,10
Gal 7,58 0,84 9,51 0,40
Glu * 7,21 0,52 9,38 0,14
NAG * 6,76 0,25 5,22 0,40
Treh 7,68 0,48 8,14 0,23
S6 B6
Á.Cít *** 16,40 1,02 6,41 0,51
Á.Mál *** 24,55 0,89 4,26 0,36
Á.Oxá *** 16,14 0,71 4,10 0,46
Á.Pro 5,94 0,06 6,03 0,58
Ala 4,68 1,53 4,96 0,86
Arg *** 1,79 0,05 10,31 0,36
GABA 8,20 8,07 10,89 0,61
Lys 2,10 1,59 5,28 0,68
Ara 8,18 7,68 8,83 0,63
Fru * 2,01 0,28 4,70 0,81
Gal 6,36 0,35 7,81 1,26
Glu ** 4,22 1,01 9,87 0,58
NAG * 2,25 0,29 4,07 0,57
Treh * 5,85 1,30 12,47 1,17
S7 B7
Á.Cít ** 17,40 1,65 7,16 0,53
Á.Mál 16,78 1,94 11,75 2,53
Á.Oxá 13,73 1,27 13,05 2,67
Á.Pro 8,81 2,04 14,55 1,45
Ala 5,73 0,92 6,48 0,16
Arg 0,31 0,16 1,29 0,40
GABA *** 5,58 0,24 1,13 0,20
Lys 2,86 0,66 2,52 0,35
Ara 4,48 1,09 6,33 0,31
Fru 6,71 0,11 6,90 0,98
Gal 5,81 0,35 5,82 0,47
Glu ** 0,82 0,27 13,86 2,41
NAG 5,44 1,22 2,64 1,42
Treh 7,01 0,06 6,53 0,90
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I  J  K  
Tabla 50. Perfiles metabólicos de 
suelo control (suelos S) y suelo 
tratado con basura compostada 
(suelos B). 
Cada tabla corresponde a un 
muestreo, del 0 al 10, donde se 
presentan las medias (n=3) de las 
tasas porcentuales de consumo 
con un gradiente de color (de 
menor a mayor: azules, amarillos 
y rojos). El error estándar se 
representa en las columnas 
adyacentes (color blanco). Los 
grados de significación de las 
diferencias entre las tasas 
porcentuales de consumo se 
indican con asteriscos (*, **, ***) 
correspondientes a P<0,05; 
P<0,01; P<0,001; 
respectivamente. 
 
 
 
 
S8 B8
Á.Cít 13,78 2,90 9,48 0,45
Á.Mál ** 31,94 3,94 5,68 0,67
Á.Oxá 15,46 4,12 4,05 0,23
Á.Pro 6,77 1,11 4,39 0,36
Ala 7,53 1,59 7,11 1,68
Arg 3,85 0,51 1,66 0,69
GABA 4,67 1,65 8,44 0,55
Lys * 0,60 0,07 4,19 0,71
Ara ** 3,82 1,16 16,92 1,71
Fru 3,27 1,23 5,38 0,24
Gal 10,40 2,24 6,53 0,15
Glu * 2,42 0,49 6,75 1,35
NAG ** 2,27 0,36 10,08 1,44
Treh 8,65 2,13 9,36 1,36
S9 B9
Á.Cít *** 25,57 2,07 1,87 0,58
Á.Mál ** 29,47 2,19 8,55 1,29
Á.Oxá *** 8,55 0,35 1,02 0,27
Á.Pro * 7,24 0,70 3,09 0,43
Ala ** 2,04 0,07 9,01 1,13
Arg * 0,82 0,21 11,21 1,42
GABA 0,57 0,11 6,06 2,58
Lys *** 1,37 0,20 13,02 0,84
Ara * 2,44 0,12 3,55 0,31
Fru 3,55 0,08 3,37 0,16
Gal ** 5,16 0,29 9,04 0,46
Glu 4,48 0,09 6,66 1,00
NAG 7,48 1,09 9,96 0,45
Treh ** 7,97 0,97 13,58 0,69
S10 B10
Á.Cít 13,73 2,84 20,38 1,39
Á.Mál 20,87 2,20 18,06 0,63
Á.Oxá 17,33 0,05 12,19 1,84
Á.Pro ** 20,24 1,49 8,56 0,56
Ala 5,73 0,79 5,08 0,10
Arg 1,66 0,25 5,11 1,28
GABA 2,16 0,39 1,12 0,65
Lys 0,69 0,06 0,77 0,21
Ara 2,84 0,36 3,06 0,61
Fru * 6,27 0,44 3,09 0,58
Gal 6,13 0,18 5,66 0,59
Glu ** 5,40 0,59 0,96 0,23
NAG *** 3,95 0,37 7,93 0,20
Treh ** 5,71 0,28 8,03 0,15
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A  B  C  D  
E  F  G  H  
S2 A0
Á.Cít ** 18,54 1,11 10,02 0,40
Á.Mál *** 19,54 0,64 11,40 0,31
Á.Oxá * 13,05 0,45 11,06 0,19
Á.Pro *** 12,77 0,32 5,76 0,15
Ala * 4,32 0,18 6,86 0,38
Arg 2,79 0,23 3,36 0,33
GABA * 1,23 0,14 4,64 0,86
Lys 1,76 0,10 2,05 0,86
Ara ** 1,27 0,21 4,06 0,42
Fru *** 3,55 0,12 7,48 0,28
Gal 6,86 0,66 7,57 0,27
Glu *** 4,39 0,27 9,75 0,50
NAG 6,94 0,14 7,54 0,22
Treh * 6,75 0,36 8,44 0,19
S3 A1
Á.Cít 11,63 0,56 9,09 1,52
Á.Mál 9,95 0,43 12,50 1,07
Á.Oxá 8,23 0,45 9,55 0,24
Á.Pro ** 4,65 0,62 14,08 0,94
Ala 7,36 0,16 7,38 0,21
Arg * 7,01 0,74 4,84 0,17
GABA 5,20 0,31 4,75 0,53
Lys *** 4,10 0,15 0,97 0,07
Ara 5,67 0,09 5,22 0,62
Fru 6,55 0,34 5,59 0,13
Gal 8,10 0,24 6,84 1,23
Glu 7,36 0,40 6,11 0,77
NAG 6,18 0,34 5,33 0,56
Treh 8,01 0,12 7,74 0,70
S4 A2
Á.Cít 10,67 0,29 10,60 0,65
Á.Mál 13,41 1,08 12,35 1,26
Á.Oxá 10,30 0,55 8,80 0,15
Á.Pro 6,98 0,60 8,31 0,73
Ala * 7,69 0,30 6,51 0,18
Arg 7,47 0,34 5,97 0,33
GABA 5,27 0,35 3,96 0,36
Lys * 4,75 0,43 1,93 0,78
Ara 5,82 0,36 5,76 0,27
Fru 5,20 0,45 6,33 0,12
Gal 7,08 0,29 7,43 0,51
Glu ** 0,73 0,01 5,86 0,40
NAG 8,17 0,23 7,53 0,22
Treh 9,19 0,35 8,66 0,41
S5 A3
Á.Cít ** 8,41 0,56 11,86 0,24
Á.Mál * 17,35 0,63 13,85 0,62
Á.Oxá 12,84 0,73 10,73 0,22
Á.Pro * 11,17 0,68 8,25 0,32
Ala ** 5,37 0,24 8,74 0,34
Arg * 1,51 0,10 3,03 0,51
GABA 1,97 0,44 3,79 0,54
Lys * 0,59 0,16 2,61 0,48
Ara 4,28 0,63 4,01 0,39
Fru 7,27 1,05 5,64 0,20
Gal 7,58 0,84 5,39 0,30
Glu 7,21 0,52 7,06 0,87
NAG 6,76 0,25 6,59 0,54
Treh 7,68 0,48 8,45 0,53
S6 A4
Á.Cít 16,40 1,02 14,90 0,78
Á.Mál *** 24,55 0,89 8,25 1,37
Á.Oxá *** 16,14 0,71 2,32 0,51
Á.Pro * 5,94 0,06 12,21 1,02
Ala 4,68 1,53 9,83 1,40
Arg 1,79 0,05 3,02 1,18
GABA 8,20 8,07 7,78 1,22
Lys 2,10 1,59 2,52 0,37
Ara 8,18 7,68 9,11 1,44
Fru ** 2,01 0,28 7,04 0,59
Gal 6,36 0,35 5,96 0,73
Glu 4,22 1,01 7,89 2,32
NAG * 2,25 0,29 3,94 0,39
Treh 5,85 1,30 5,24 0,98
S7 A5
Á.Cít ** 17,40 1,65 5,94 1,61
Á.Mál 16,78 1,94 19,44 4,39
Á.Oxá * 13,73 1,27 7,52 0,51
Á.Pro 8,81 2,04 3,41 0,85
Ala 5,73 0,92 3,74 1,36
Arg ** 0,31 0,16 1,92 0,13
GABA ** 5,58 0,24 3,04 0,40
Lys 2,86 0,66 2,27 1,32
Ara 4,48 1,09 2,84 1,31
Fru 6,71 0,11 6,52 2,24
Gal 5,81 0,35 16,94 5,47
Glu 0,82 0,27 8,23 2,85
NAG 5,44 1,22 3,36 1,42
Treh * 7,01 0,06 14,82 1,66
S8 A6
Á.Cít 13,78 2,90 8,20 2,98
Á.Mál * 31,94 3,94 15,56 2,79
Á.Oxá 15,46 4,12 13,14 4,56
Á.Pro * 6,77 1,11 2,84 0,78
Ala 7,53 1,59 5,36 1,29
Arg 3,85 0,51 6,40 1,29
GABA 4,67 1,65 6,32 0,38
Lys 0,60 0,07 4,29 1,05
Ara 3,82 1,16 5,02 1,02
Fru 3,27 1,23 7,79 3,53
Gal 10,40 2,24 4,38 0,52
Glu *** 2,42 0,49 9,29 0,51
NAG 2,27 0,36 5,19 2,41
Treh 8,65 2,13 6,22 1,95
S9 A7
Á.Cít ** 25,57 2,07 9,28 2,12
Á.Mál ** 29,47 2,19 9,80 0,85
Á.Oxá 8,55 0,35 5,10 1,37
Á.Pro 7,24 0,70 3,98 1,52
Ala * 2,04 0,07 5,84 1,34
Arg 0,82 0,21 3,72 1,18
GABA ** 0,57 0,11 12,74 1,34
Lys 1,37 0,20 5,62 1,67
Ara 2,44 0,12 12,33 4,06
Fru 3,55 0,08 6,54 1,45
Gal 5,16 0,29 6,43 1,58
Glu * 4,48 0,09 8,92 0,83
NAG 7,48 1,09 6,22 2,18
Treh * 7,97 0,97 3,48 0,86
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I  
Tabla 51. Perfiles metabólicos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con LAE (suelo A). 
Cada tabla corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2, donde 
se presentan las medias (n=3) de las tasas porcentuales de consumo con un gradiente de color (de menor a 
mayor: azules, amarillos y rojos). El error estándar se representa en las columnas adyacentes (color blanco). 
Los grados de significación de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se indican con 
asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
S10 A8
Á.Cít 13,73 2,84 17,28 1,61
Á.Mál * 20,87 2,20 13,19 1,21
Á.Oxá 17,33 0,05 10,80 2,94
Á.Pro * 20,24 1,49 9,69 2,19
Ala 5,73 0,79 6,12 1,79
Arg 1,66 0,25 1,86 0,39
GABA ** 2,16 0,39 5,04 0,32
Lys ** 0,69 0,06 3,46 0,34
Ara 2,84 0,36 4,57 0,59
Fru * 6,27 0,44 3,83 0,32
Gal ** 6,13 0,18 7,38 0,11
Glu 5,40 0,59 6,04 1,08
NAG 3,95 0,37 3,58 1,63
Treh 5,71 0,28 7,17 0,97
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A  B  C  D  
E  F  G  H  
S2 N0
Á.Cít ** 18,54 1,11 10,04 0,29
Á.Mál *** 19,54 0,64 9,90 0,16
Á.Oxá *** 13,05 0,45 8,50 0,11
Á.Pro *** 12,77 0,32 5,88 0,34
Ala *** 4,32 0,18 7,76 0,06
Arg *** 2,79 0,23 4,91 0,07
GABA ** 1,23 0,14 5,64 0,55
Lys *** 1,76 0,10 3,27 0,06
Ara *** 1,27 0,21 6,52 0,23
Fru *** 3,55 0,12 7,56 0,28
Gal 6,86 0,66 7,38 0,22
Glu * 4,39 0,27 7,49 0,77
NAG ** 6,94 0,14 7,96 0,04
Treh 6,75 0,36 7,20 0,25
S3 N1
Á.Cít ** 11,63 0,56 8,16 0,13
Á.Mál 9,95 0,43 9,43 0,40
Á.Oxá 8,23 0,45 8,54 0,27
Á.Pro 4,65 0,62 5,31 0,58
Ala * 7,36 0,16 8,62 0,34
Arg 7,01 0,74 8,33 0,18
GABA 5,20 0,31 6,13 0,37
Lys * 4,10 0,15 5,62 0,30
Ara 5,67 0,09 5,99 0,31
Fru 6,55 0,34 6,55 0,39
Gal 8,10 0,24 7,46 0,11
Glu * 7,36 0,40 3,64 0,73
NAG * 6,18 0,34 7,76 0,33
Treh * 8,01 0,12 8,48 0,05
S4 N2
Á.Cít 10,67 0,29 13,09 1,35
Á.Mál 13,41 1,08 11,15 2,02
Á.Oxá 10,30 0,55 10,17 1,24
Á.Pro 6,98 0,60 8,23 1,49
Ala 7,69 0,30 6,67 0,58
Arg ** 7,47 0,34 4,68 0,28
GABA 5,27 0,35 4,45 0,66
Lys 4,75 0,43 3,93 0,43
Ara * 5,82 0,36 4,67 0,10
Fru 5,20 0,45 6,46 0,37
Gal 7,08 0,29 7,08 0,43
Glu ** 0,73 0,01 4,86 0,41
NAG * 8,17 0,23 6,95 0,22
Treh 9,19 0,35 7,61 0,79
S5 N3
Á.Cít 8,41 0,56 8,25 0,25
Á.Mál ** 17,35 0,63 13,17 0,24
Á.Oxá 12,84 0,73 11,33 0,33
Á.Pro ** 11,17 0,68 7,71 0,16
Ala * 5,37 0,24 6,56 0,25
Arg ** 1,51 0,10 4,51 0,34
GABA ** 1,97 0,44 4,19 0,11
Lys * 0,59 0,16 2,39 0,48
Ara 4,28 0,63 5,18 0,13
Fru 7,27 1,05 7,89 0,51
Gal 7,58 0,84 6,96 0,26
Glu 7,21 0,52 8,03 0,20
NAG 6,76 0,25 6,18 0,12
Treh 7,68 0,48 7,64 0,28
S6 N4
Á.Cít ** 16,40 1,02 6,71 1,39
Á.Mál *** 24,55 0,89 4,96 1,37
Á.Oxá *** 16,14 0,71 3,45 0,45
Á.Pro 5,94 0,06 5,49 1,01
Ala * 4,68 1,53 11,54 1,26
Arg 1,79 0,05 4,47 0,66
GABA 8,20 8,07 1,39 1,11
Lys 2,10 1,59 0,96 0,14
Ara 8,18 7,68 4,08 1,03
Fru * 2,01 0,28 9,23 2,08
Gal * 6,36 0,35 8,77 0,45
Glu ** 4,22 1,01 26,84 3,77
NAG 2,25 0,29 4,00 0,66
Treh 5,85 1,30 8,10 2,89
S7 N5
Á.Cít 17,40 1,65 8,02 3,94
Á.Mál * 16,78 1,94 7,72 0,82
Á.Oxá * 13,73 1,27 6,53 1,87
Á.Pro 8,81 2,04 9,64 2,26
Ala ** 5,73 0,92 12,99 0,97
Arg * 0,31 0,16 2,62 0,43
GABA 5,58 0,24 5,73 1,20
Lys 2,86 0,66 1,26 0,44
Ara 4,48 1,09 8,10 2,35
Fru 6,71 0,11 8,52 2,19
Gal 5,81 0,35 8,91 2,57
Glu ** 0,82 0,27 5,89 0,92
NAG 5,44 1,22 3,32 0,83
Treh 7,01 0,06 10,76 3,32
S8 N6
Á.Cít 13,78 2,90 19,15 2,92
Á.Mál 31,94 3,94 21,37 2,10
Á.Oxá 15,46 4,12 11,12 2,04
Á.Pro 6,77 1,11 3,89 1,07
Ala 7,53 1,59 3,82 0,51
Arg * 3,85 0,51 1,31 0,33
GABA 4,67 1,65 1,50 0,37
Lys 0,60 0,07 1,40 0,49
Ara 3,82 1,16 3,41 0,99
Fru 3,27 1,23 7,76 1,71
Gal 10,40 2,24 5,81 1,07
Glu * 2,42 0,49 8,22 1,30
NAG 2,27 0,36 3,17 0,73
Treh 8,65 2,13 8,07 0,50
S9 N7
Á.Cít ** 25,57 2,07 7,83 0,80
Á.Mál *** 29,47 2,19 9,47 0,50
Á.Oxá 8,55 0,35 7,87 1,13
Á.Pro 7,24 0,70 8,81 1,15
Ala ** 2,04 0,07 7,71 0,90
Arg 0,82 0,21 7,97 2,70
GABA 0,57 0,11 0,58 0,23
Lys 1,37 0,20 2,05 0,65
Ara 2,44 0,12 2,75 1,27
Fru 3,55 0,08 2,20 0,88
Gal * 5,16 0,29 12,10 1,12
Glu 4,48 0,09 2,16 0,83
NAG * 7,48 1,09 13,01 0,56
Treh * 7,97 0,97 15,50 1,63
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Tabla 52. Perfiles metabólicos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con LANAE (suelo N). 
Cada tabla corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2, 
donde se presentan las medias (n=3) de las tasas porcentuales de consumo con un gradiente de color (de 
menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estándar se representa en las columnas adyacentes 
(color blanco). Los grados de significación de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se 
indican con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente. 
 
 
 
 
S10 N8
Á.Cít 13,73 2,84 17,49 2,32
Á.Mál ** 20,87 2,20 5,50 0,64
Á.Oxá ** 17,33 0,05 6,85 0,91
Á.Pro * 20,24 1,49 6,79 3,75
Ala 5,73 0,79 2,95 0,66
Arg ** 1,66 0,25 17,61 2,05
GABA 2,16 0,39 2,34 1,15
Lys * 0,69 0,06 3,57 0,98
Ara 2,84 0,36 1,41 0,38
Fru 6,27 0,44 2,94 1,19
Gal 6,13 0,18 6,10 3,22
Glu 5,40 0,59 3,32 1,03
NAG *** 3,95 0,37 15,04 1,12
Treh 5,71 0,28 8,10 2,06
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ANEXO 3. Composición de las poblaciones bacterianas. 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
 
E 
 
F 
 
G 
 
H 
 
Filo S0 B0
Acidobacteria 41,77 1,26 42,21 0,97
Actinobacteria 2,57 0,56 4,16 0,72
Bacteroidetes ** 1,04 0,18 0,25 0,10
Chloroflexi * 0,12 0,02 0,03 0,02
Cyanobacteria 0,00 0,00 0,00 0,00
Deinococcus-Thermus 0,06 0,03 0,19 0,05
Firmicutes *** 11,22 0,67 1,35 0,22
Gemmatimonadetes *** 5,55 0,54 13,89 0,39
Nitrospira 0,65 0,16 0,33 0,09
Planctomycetes 3,64 0,37 4,86 0,69
Proteobacteria 31,66 1,26 31,49 0,62
Verrucomicrobia 1,67 0,41 1,20 0,36
Filo S1 B1
Acidobacteria *** 32,04 0,79 16,06 0,71
Actinobacteria 1,86 0,22 1,39 0,30
Bacteroidetes 3,05 0,47 2,10 0,44
Chloroflexi 0,06 0,04 0,09 0,08
Cyanobacteria *** 0,31 0,04 0,00 0,00
Deinococcus-Thermus 0,21 0,13 0,09 0,07
Firmicutes ** 3,41 0,16 1,90 0,22
Gemmatimonadetes *** 9,46 0,79 3,53 0,23
Nitrospira 0,16 0,06 0,21 0,03
Planctomycetes *** 9,83 0,36 0,56 0,12
Proteobacteria *** 37,32 1,12 69,76 1,13
Verrucomicrobia * 2,13 0,58 4,26 0,32
Filo S2 B2
Acidobacteria *** 40,66 0,86 24,83 0,74
Actinobacteria 2,62 0,35 3,06 0,55
Bacteroidetes * 0,79 0,12 2,05 0,35
Chloroflexi 0,25 0,09 0,22 0,08
Cyanobacteria 0,02 0,02 0,05 0,02
Deinococcus-Thermus 0,34 0,12 0,59 0,16
Firmicutes 3,03 0,11 2,76 0,23
Gemmatimonadetes 7,16 0,86 4,87 0,60
Nitrospira 0,36 0,10 0,25 0,10
Planctomycetes 1,86 0,46 1,05 0,18
Proteobacteria *** 39,11 0,59 54,21 1,74
Verrucomicrobia 3,66 0,50 5,98 1,33
Filo S3 B3
Acidobacteria 13,80 1,69 14,83 0,56
Actinobacteria 6,46 0,24 5,36 0,53
Bacteroidetes *** 3,07 0,57 9,87 0,73
Chloroflexi 0,44 0,11 0,17 0,04
Cyanobacteria 0,77 0,19 0,66 0,21
Deinococcus-Thermus 0,05 0,05 0,32 0,20
Firmicutes * 7,11 1,13 2,87 0,33
Gemmatimonadetes 2,01 0,57 2,26 0,17
Nitrospira 0,07 0,05 0,18 0,02
Planctomycetes 13,47 1,44 10,74 0,74
Proteobacteria * 50,94 0,40 49,17 0,41
Verrucomicrobia ** 1,68 0,37 3,53 0,32
Filo S4 B4
Acidobacteria 11,20 1,08 10,47 1,21
Actinobacteria 7,75 1,04 6,57 0,64
Bacteroidetes 2,84 0,45 3,14 0,52
Chloroflexi 0,32 0,14 0,60 0,12
Cyanobacteria ** 1,82 0,35 0,06 0,03
Deinococcus-Thermus 0,05 0,02 0,07 0,03
Firmicutes 6,38 0,91 7,30 1,15
Gemmatimonadetes 1,72 0,16 2,00 0,22
Nitrospira 0,02 0,02 0,18 0,09
Planctomycetes *** 25,47 0,96 13,35 1,10
Proteobacteria *** 41,62 1,39 53,46 0,83
Verrucomicrobia ** 0,81 0,17 2,74 0,35
Filo S5 B5
Acidobacteria * 31,95 0,78 21,67 3,86
Actinobacteria * 1,34 0,17 2,55 0,33
Bacteroidetes * 2,12 0,80 5,62 1,18
Chloroflexi 0,09 0,09 0,06 0,06
Cyanobacteria 0,30 0,14 0,00 0,00
Deinococcus-Thermus 0,04 0,04 0,09 0,07
Firmicutes 4,94 0,46 4,66 1,20
Gemmatimonadetes 4,87 0,52 5,60 0,65
Nitrospira 0,00 0,00 0,60 0,33
Planctomycetes 5,36 0,48 8,67 1,48
Proteobacteria 47,55 1,17 46,28 1,79
Verrucomicrobia * 1,30 0,40 4,00 0,73
Filo S6 B6
Acidobacteria ** 14,54 0,91 22,29 1,12
Actinobacteria 4,10 0,82 3,60 0,45
Bacteroidetes ** 1,53 0,09 3,10 0,34
Chloroflexi 0,49 0,21 0,18 0,07
Cyanobacteria *** 1,48 0,11 0,00 0,00
Deinococcus-Thermus 0,00 0,00 0,10 0,07
Firmicutes *** 13,13 0,53 5,30 0,38
Gemmatimonadetes *** 0,56 0,09 3,37 0,33
Nitrospira 0,14 0,10 0,17 0,05
Planctomycetes 10,51 0,50 10,64 0,78
Proteobacteria 52,91 1,45 47,91 1,70
Verrucomicrobia *** 0,48 0,15 3,22 0,43
Filo S7 B7
Acidobacteria *** 8,74 0,51 16,58 0,54
Actinobacteria ** 6,72 0,75 3,13 0,27
Bacteroidetes *** 0,53 0,12 5,16 0,74
Chloroflexi * 0,71 0,13 0,29 0,06
Cyanobacteria *** 2,71 0,11 0,03 0,02
Deinococcus-Thermus * 0,00 0,00 0,09 0,04
Firmicutes 7,22 0,47 6,26 0,38
Gemmatimonadetes *** 0,33 0,14 1,60 0,12
Nitrospira 0,01 0,01 0,17 0,08
Planctomycetes 14,40 0,91 16,08 0,29
Proteobacteria *** 58,36 0,39 47,93 1,01
Verrucomicrobia ** 0,22 0,11 2,59 0,51
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Tabla 53. Composición de los filos 
bacterianos de suelo control 
(suelo S) y suelo tratado con 
basura compostada (suelo B) en 
cada uno de los muestreos. 
Cada tabla (A-K) corresponde a un 
muestreo, del 0 al 10, donde se 
presentan las medias (n=4) de los 
valores de abundancia porcentual 
con un gradiente de color (de 
menor a mayor: azules, amarillos y 
rojos). El error estándar se 
representa en las columnas 
adyacentes (color blanco). Los 
grados de significación de las 
diferencias entre las tasas 
porcentuales de consumo se 
indican con asteriscos (*, **, ***) 
correspondientes a P<0,05; 
P<0,01; P<0,001; respectivamente. 
Filo S8 B8
Acidobacteria *** 29,28 0,60 21,62 1,06
Actinobacteria 2,03 0,48 2,50 0,39
Bacteroidetes *** 3,36 0,10 0,36 0,07
Chloroflexi ** 0,04 0,03 0,62 0,13
Cyanobacteria 0,06 0,03 0,00 0,00
Deinococcus-Thermus 0,14 0,05 0,03 0,02
Firmicutes * 4,48 0,22 6,86 0,66
Gemmatimonadetes * 6,87 0,49 4,17 0,94
Nitrospira 0,34 0,04 0,45 0,09
Planctomycetes *** 7,33 0,83 2,05 0,18
Proteobacteria *** 42,48 1,13 58,87 1,07
Verrucomicrobia 3,57 0,70 2,42 0,23
Filo S9 B9
Acidobacteria 19,06 2,81 19,82 1,94
Actinobacteria *** 6,17 0,39 2,27 0,29
Bacteroidetes 0,97 0,19 0,58 0,30
Chloroflexi 0,18 0,09 0,36 0,08
Cyanobacteria 0,17 0,09 0,00 0,00
Deinococcus-Thermus 0,28 0,13 0,17 0,06
Firmicutes 10,94 2,54 14,30 1,42
Gemmatimonadetes 2,80 0,95 2,58 0,26
Nitrospira 0,13 0,11 0,22 0,08
Planctomycetes * 3,83 0,46 1,60 0,67
Proteobacteria 54,15 2,34 56,36 2,21
Verrucomicrobia 1,26 0,33 1,58 0,41
Filo S10 B10
Acidobacteria * 50,55 0,43 46,13 1,27
Actinobacteria 0,38 0,09 0,97 0,35
Bacteroidetes ** 4,03 0,61 0,71 0,18
Chloroflexi 0,04 0,02 0,11 0,06
Cyanobacteria 0,32 0,12 0,19 0,03
Deinococcus-Thermus 0,23 0,11 0,23 0,11
Firmicutes 2,29 0,28 2,10 0,06
Gemmatimonadetes 5,41 0,31 7,09 0,62
Nitrospira 0,46 0,12 0,67 0,12
Planctomycetes 1,68 0,21 2,18 0,38
Proteobacteria * 32,85 0,53 37,09 1,06
Verrucomicrobia 1,64 0,17 2,53 0,46
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B C D 
Clase S0 B0
Gp1 0,48 0,12 0,29 0,11
Gp10 1,32 0,30 0,74 0,24
Gp11 0,00 0,00 0,11 0,05
Gp16 0,00 0,00 0,01 0,01
Gp17 ** 1,60 0,30 3,08 0,22
Gp18 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp19 0,00 0,00 0,02 0,01
Gp2 0,01 0,01 0,02 0,01
Gp22 0,01 0,01 0,06 0,04
Gp25 0,34 0,15 0,25 0,07
Gp3 * 1,45 0,26 0,46 0,11
Gp4 ** 3,26 0,38 0,89 0,19
Gp5 * 1,39 0,20 0,51 0,17
Gp6 * 29,73 1,36 33,85 0,57
Gp7 1,50 0,24 0,99 0,15
Gp9 0,24 0,04 0,48 0,19
Actinobacteria 2,57 0,56 4,16 0,72
Sphingobacteria ** 0,91 0,15 0,11 0,08
Anaerolineae 0,01 0,01 0,00 0,00
Caldilineae 0,02 0,02 0,00 0,00
Deinococci 0,06 0,03 0,19 0,05
Bacilli *** 7,85 0,65 0,22 0,02
Clostridia ** 2,75 0,29 0,82 0,16
Gemmatimonadetes *** 5,55 0,54 13,89 0,39
Nitrospira 0,65 0,16 0,33 0,09
Planctomycetacia 3,64 0,37 4,86 0,69
Alphaproteobacteria 22,85 1,31 23,88 0,30
Betaproteobacteria 3,17 0,11 3,32 0,39
Deltaproteobacteria ** 1,64 0,13 0,94 0,13
Gammaproteobacteria 1,74 0,24 1,07 0,29
Opitutae 0,33 0,09 0,19 0,09
Spartobacteria 0,28 0,15 0,09 0,06
Subdivision3 0,92 0,27 0,68 0,13
Clase S1 B1
Gp1 0,23 0,12 0,14 0,09
Gp10 ** 0,99 0,21 0,10 0,04
Gp11 0,05 0,03 0,01 0,01
Gp15 0,04 0,03 0,00 0,00
Gp17 *** 1,97 0,20 0,47 0,11
Gp18 0,01 0,01 0,00 0,00
Gp19 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp2 0,02 0,02 0,01 0,01
Gp22 0,08 0,05 0,00 0,00
Gp25 0,23 0,10 0,00 0,00
Gp3 0,76 0,36 0,34 0,10
Gp4 3,67 0,37 3,72 0,23
Gp5 1,18 0,31 0,53 0,05
Gp6 *** 20,68 0,78 9,72 0,37
Gp7 1,46 0,29 0,87 0,24
Gp9 0,26 0,06 0,07 0,06
Actinobacteria 1,86 0,22 1,39 0,30
Flavobacteria * 0,00 0,00 0,54 0,17
Sphingobacteria * 2,66 0,25 1,43 0,28
Anaerolineae 0,03 0,03 0,00 0,00
Chloroflexi 0,00 0,00 0,08 0,08
Thermomicrobia 0,03 0,02 0,00 0,00
Cyanobacteria *** 0,31 0,04 0,00 0,00
Deinococci 0,21 0,13 0,09 0,07
Bacilli 1,43 0,23 1,29 0,25
Clostridia * 1,07 0,16 0,47 0,09
Gemmatimonadetes *** 9,46 0,79 3,53 0,23
Nitrospira 0,16 0,06 0,21 0,03
Planctomycetacia *** 9,83 0,36 0,56 0,12
Alphaproteobacteria *** 26,01 0,43 52,03 1,26
Betaproteobacteria ** 2,78 0,35 10,54 1,26
Deltaproteobacteria *** 2,55 0,15 0,79 0,13
Gammaproteobacteria ** 2,75 0,15 5,30 0,61
Opitutae 0,59 0,11 0,88 0,37
Spartobacteria *** 0,13 0,06 1,10 0,13
Subdivision3 0,97 0,30 0,72 0,16
Verrucomicrobiae *** 0,07 0,05 1,23 0,16
Clase S2 B2
Gp1 ** 0,76 0,12 0,19 0,07
Gp10 0,90 0,12 0,83 0,18
Gp15 0,00 0,00 0,01 0,01
Gp17 * 1,43 0,38 0,22 0,07
Gp18 0,01 0,01 0,00 0,00
Gp21 0,08 0,08 0,00 0,00
Gp22 0,04 0,04 0,00 0,00
Gp25 0,35 0,23 0,02 0,01
Gp3 * 0,60 0,16 1,16 0,09
Gp4 4,82 0,68 4,94 0,58
Gp5 ** 1,20 0,15 0,40 0,10
Gp6 *** 28,30 1,76 14,64 0,28
Gp7 * 1,66 0,23 2,39 0,05
Gp9 * 0,16 0,06 0,00 0,00
Actinobacteria 2,62 0,35 3,06 0,55
Flavobacteria 0,00 0,00 0,11 0,09
Sphingobacteria * 0,69 0,11 1,58 0,29
Anaerolineae 0,06 0,04 0,02 0,01
Caldilineae 0,07 0,07 0,01 0,01
Chloroflexi 0,00 0,00 0,14 0,07
Cyanobacteria 0,02 0,02 0,05 0,02
Deinococci 0,34 0,12 0,59 0,16
Bacilli * 1,31 0,23 2,13 0,10
Clostridia ** 1,07 0,07 0,47 0,13
Gemmatimonadetes 7,16 0,86 4,87 0,60
Nitrospira 0,36 0,10 0,25 0,10
Planctomycetacia 1,86 0,46 1,05 0,18
Alphaproteobacteria * 31,59 0,28 40,12 2,35
Betaproteobacteria ** 2,47 0,44 6,79 0,86
Deltaproteobacteria * 1,51 0,24 2,53 0,29
Gammaproteobacteria * 1,20 0,21 3,24 0,53
Opitutae 1,10 0,48 1,31 0,30
Spartobacteria 0,23 0,11 1,33 0,45
Subdivision3 1,54 0,30 1,66 0,52
Verrucomicrobiae *** 0,09 0,04 1,11 0,16
Clase S3 B3
Gp1 0,29 0,24 0,00 0,00
Gp10 *** 0,16 0,09 2,06 0,23
Gp16 0,07 0,07 0,00 0,00
Gp17 0,08 0,03 0,04 0,02
Gp25 0,06 0,06 0,01 0,01
Gp3 * 3,62 0,83 1,34 0,22
Gp4 1,13 0,44 2,04 0,48
Gp5 0,08 0,06 0,04 0,02
Gp6 7,82 1,11 7,53 0,48
Gp7 * 0,40 0,04 1,65 0,39
Gp9 0,03 0,03 0,00 0,00
Actinobacteria 6,46 0,24 5,36 0,53
Flavobacteria * 0,09 0,03 0,64 0,18
Sphingobacteria *** 2,39 0,54 8,18 0,75
Anaerolineae 0,11 0,08 0,02 0,02
Caldilineae *** 0,17 0,02 0,00 0,00
Chloroflexi 0,01 0,01 0,00 0,00
Cyanobacteria 0,77 0,19 0,66 0,21
Deinococci 0,05 0,05 0,32 0,20
Bacilli * 6,30 0,97 2,65 0,32
Clostridia * 0,57 0,15 0,12 0,01
Gemmatimonadetes 2,01 0,57 2,26 0,17
Nitrospira 0,07 0,05 0,18 0,02
Planctomycetacia 13,47 1,44 10,74 0,74
Alphaproteobacteria 19,02 0,95 20,71 0,85
Betaproteobacteria 13,98 0,74 14,84 1,15
Deltaproteobacteria 5,96 0,56 4,18 0,68
Gammaproteobacteria 8,27 0,64 6,92 1,19
Opitutae 0,47 0,20 0,63 0,15
Spartobacteria * 0,12 0,10 0,51 0,11
Subdivision3 0,96 0,28 1,76 0,28
Verrucomicrobiae ** 0,01 0,01 0,27 0,05
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Clase S4 B4
Gp1 0,03 0,02 0,02 0,02
Gp10 * 0,05 0,03 0,95 0,31
Gp17 0,23 0,06 0,12 0,05
Gp25 0,04 0,03 0,08 0,06
Gp3 *** 2,93 0,29 0,78 0,10
Gp4 1,02 0,12 1,38 0,30
Gp5 0,22 0,16 0,05 0,03
Gp6 5,79 0,77 6,45 0,71
Gp7 0,39 0,13 0,58 0,26
Gp9 0,18 0,11 0,00 0,00
Actinobacteria 7,75 1,04 6,57 0,64
Flavobacteria 0,00 0,00 0,06 0,06
Sphingobacteria 2,45 0,56 2,66 0,55
Anaerolineae 0,12 0,06 0,06 0,03
Caldilineae 0,11 0,05 0,24 0,11
Chloroflexi 0,01 0,01 0,05 0,05
Thermomicrobia 0,01 0,01 0,02 0,02
Cyanobacteria ** 1,82 0,35 0,06 0,03
Deinococci 0,05 0,02 0,07 0,03
Bacilli 5,60 0,89 6,92 1,09
Clostridia 0,40 0,09 0,25 0,07
Gemmatimonadetes 1,72 0,16 2,00 0,22
Nitrospira 0,02 0,02 0,18 0,09
Planctomycetacia *** 25,47 0,96 13,35 1,10
Alphaproteobacteria ** 18,10 1,07 29,81 1,81
Betaproteobacteria 10,13 0,34 12,83 1,09
Deltaproteobacteria 4,75 0,59 3,62 0,72
Gammaproteobacteria 5,83 0,40 5,62 0,58
Opitutae * 0,07 0,03 0,60 0,17
Spartobacteria * 0,03 0,03 0,52 0,13
Subdivision3 0,47 0,20 0,67 0,19
Verrucomicrobiae ** 0,02 0,02 0,35 0,07
Clase S5 B5
Gp1 ** 1,15 0,27 0,00 0,00
Gp10 0,47 0,26 0,81 0,22
Gp11 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp16 0,00 0,00 0,01 0,01
Gp17 * 1,53 0,40 0,23 0,16
Gp18 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp2 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp22 0,04 0,04 0,00 0,00
Gp25 0,78 0,24 0,16 0,13
Gp3 0,41 0,13 1,13 0,37
Gp4 4,27 0,38 4,87 0,70
Gp5 ** 2,18 0,30 0,28 0,15
Gp6 19,51 1,14 13,36 2,82
Gp7 0,83 0,12 0,80 0,17
Gp9 0,33 0,17 0,00 0,00
Actinobacteria * 1,34 0,17 2,55 0,33
Flavobacteria 0,99 0,38 0,55 0,23
Sphingobacteria * 1,09 0,42 3,62 0,70
Anaerolineae 0,02 0,02 0,01 0,01
Caldilineae 0,04 0,04 0,01 0,01
Thermomicrobia 0,00 0,00 0,01 0,01
Cyanobacteria 0,30 0,14 0,00 0,00
Deinococci 0,04 0,04 0,09 0,07
Bacilli 3,83 0,74 4,05 1,15
Clostridia 0,61 0,18 0,21 0,10
Gemmatimonadetes 4,87 0,52 5,60 0,65
Nitrospira 0,00 0,00 0,60 0,33
Planctomycetacia 5,36 0,48 8,67 1,48
Alphaproteobacteria * 14,09 0,84 24,03 3,18
Betaproteobacteria 8,65 0,63 9,30 2,04
Deltaproteobacteria 3,16 0,57 4,26 0,99
Gammaproteobacteria ** 18,13 0,64 7,38 2,35
Opitutae 0,20 0,12 0,99 0,33
Spartobacteria 0,21 0,16 0,53 0,10
Subdivision3 0,72 0,27 1,60 0,46
Verrucomicrobiae 0,08 0,08 0,44 0,16
Clase S6 B6
Gp1 0,25 0,08 0,11 0,03
Gp10 ** 0,12 0,04 0,75 0,13
Gp15 0,00 0,00 0,03 0,03
Gp17 0,08 0,04 0,12 0,07
Gp18 0,03 0,03 0,00 0,00
Gp25 0,06 0,06 0,04 0,04
Gp3 *** 7,49 0,48 2,41 0,37
Gp4 *** 0,63 0,11 2,11 0,17
Gp5 0,45 0,09 0,48 0,16
Gp6 *** 4,83 0,50 15,10 1,15
Gp7 * 0,35 0,13 1,05 0,19
Gp9 0,09 0,09 0,00 0,00
Actinobacteria 4,10 0,82 3,60 0,45
Flavobacteria ** 0,02 0,02 0,27 0,05
Sphingobacteria * 1,13 0,19 1,90 0,16
Anaerolineae 0,06 0,04 0,07 0,03
Caldilineae 0,06 0,04 0,01 0,01
Chloroflexi 0,12 0,11 0,00 0,00
Thermomicrobia 0,01 0,01 0,00 0,00
Cyanobacteria *** 1,48 0,11 0,00 0,00
Deinococci 0,00 0,00 0,10 0,07
Bacilli *** 11,55 0,78 4,48 0,36
Clostridia 1,03 0,36 0,50 0,10
Gemmatimonadetes *** 0,56 0,09 3,37 0,33
Nitrospira 0,14 0,10 0,17 0,05
Planctomycetacia 10,51 0,50 10,64 0,78
Alphaproteobacteria ** 14,58 1,24 20,23 0,86
Betaproteobacteria ** 18,75 0,64 11,25 1,08
Deltaproteobacteria * 6,75 0,27 5,36 0,39
Gammaproteobacteria 7,83 0,33 7,71 0,41
Opitutae 0,08 0,03 0,57 0,22
Spartobacteria 0,04 0,03 0,26 0,12
Subdivision3 ** 0,29 0,09 1,98 0,41
Verrucomicrobiae 0,03 0,03 0,24 0,10
Clase S7 B7
Gp1 0,02 0,02 0,09 0,06
Gp10 *** 0,31 0,12 1,98 0,10
Gp17 0,09 0,05 0,03 0,03
Gp25 0,03 0,03 0,00 0,00
Gp3 *** 5,24 0,49 1,49 0,15
Gp4 0,69 0,20 1,92 0,47
Gp5 0,01 0,01 0,07 0,04
Gp6 *** 2,28 0,13 10,30 0,55
Gp7 ** 0,06 0,03 0,61 0,12
Actinobacteria ** 6,72 0,75 3,13 0,27
Flavobacteria 0,00 0,00 0,08 0,06
Sphingobacteria ** 0,50 0,15 4,21 0,61
Anaerolineae * 0,15 0,05 0,03 0,02
Caldilineae 0,17 0,11 0,11 0,02
Chloroflexi 0,00 0,00 0,01 0,01
Thermomicrobia 0,05 0,05 0,00 0,00
Cyanobacteria *** 2,71 0,11 0,03 0,02
Deinococci * 0,00 0,00 0,09 0,04
Bacilli 6,44 0,51 5,71 0,32
Clostridia 0,44 0,09 0,35 0,07
Gemmatimonadetes *** 0,33 0,14 1,60 0,12
Nitrospira 0,01 0,01 0,17 0,08
Planctomycetacia 14,40 0,91 16,08 0,29
Alphaproteobacteria *** 17,44 0,56 22,63 0,42
Betaproteobacteria *** 17,77 0,42 10,38 0,93
Deltaproteobacteria * 8,67 0,61 6,77 0,40
Gammaproteobacteria *** 10,53 0,69 5,13 0,59
Opitutae * 0,02 0,02 0,62 0,17
Spartobacteria 0,04 0,02 0,34 0,17
Subdivision3 *** 0,13 0,06 1,25 0,13
Verrucomicrobiae 0,00 0,00 0,08 0,05
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Tabla 54. Composición 
de las clases 
bacterianas del suelo 
control (suelo S) y suelo 
tratado con basura 
compostada (suelo B) 
en cada uno de los 
muestreos. 
Cada tabla (A-K) 
corresponde a un 
muestreo, del 0 al 10, 
donde se presentan las 
medias (n=4) de los 
valores de abundancia 
porcentual con un 
gradiente de color (de 
menor a mayor: azules, 
amarillos y rojos). El error 
estándar se representa en 
las columnas adyacentes 
(color blanco). Los grados 
de significación de las 
diferencias entre las tasas 
porcentuales de consumo 
se indican con asteriscos 
(*, **, ***) 
correspondientes a 
P<0,05; P<0,01; P<0,001; 
respectivamente. 
 
Clase S8 B8
Gp1 0,31 0,11 0,12 0,08
Gp10 1,66 0,14 2,16 0,24
Gp15 0,01 0,01 0,00 0,00
Gp16 0,00 0,00 0,01 0,01
Gp17 0,45 0,06 0,35 0,18
Gp2 0,01 0,01 0,00 0,00
Gp25 0,12 0,03 0,03 0,02
Gp3 0,81 0,11 2,10 0,72
Gp4 2,36 0,14 2,23 0,11
Gp5 0,52 0,11 0,31 0,09
Gp6 *** 21,70 0,62 12,67 0,38
Gp7 1,01 0,14 1,48 0,31
Gp9 0,03 0,01 0,01 0,01
Actinobacteria 2,03 0,48 2,50 0,39
Flavobacteria * 0,04 0,01 0,00 0,00
Sphingobacteria *** 3,30 0,09 0,23 0,08
Anaerolineae ** 0,00 0,00 0,11 0,02
Caldilineae 0,03 0,03 0,07 0,07
Chloroflexi 0,00 0,00 0,01 0,01
Thermomicrobia 0,00 0,00 0,01 0,01
Cyanobacteria 0,06 0,03 0,00 0,00
Deinococci 0,14 0,05 0,03 0,02
Bacilli ** 2,23 0,23 6,52 0,73
Clostridia *** 1,93 0,17 0,13 0,04
Gemmatimonadetes * 6,87 0,49 4,17 0,94
Nitrospira 0,34 0,04 0,45 0,09
Planctomycetacia *** 7,33 0,83 2,05 0,18
Alphaproteobacteria ** 36,25 1,27 29,52 1,21
Betaproteobacteria *** 1,41 0,11 13,70 1,08
Deltaproteobacteria ** 2,20 0,47 5,79 0,47
Gammaproteobacteria *** 0,83 0,14 6,86 0,44
Opitutae 1,05 0,39 0,46 0,15
Spartobacteria 0,32 0,12 0,08 0,02
Subdivision3 1,37 0,20 1,31 0,07
Verrucomicrobiae 0,18 0,10 0,15 0,09
Clase S9 B9
Gp1 0,10 0,04 0,00 0,00
Gp10 * 1,55 0,21 0,73 0,13
Gp11 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp16 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp17 0,94 0,42 0,26 0,04
Gp25 0,10 0,07 0,00 0,00
Gp3 1,28 0,26 2,11 0,43
Gp4 1,39 0,23 1,41 0,25
Gp5 0,20 0,07 0,38 0,06
Gp6 11,91 2,42 12,96 1,78
Gp7 1,45 0,35 1,61 0,43
Gp9 0,00 0,00 0,15 0,13
Actinobacteria *** 6,17 0,39 2,27 0,29
Flavobacteria 0,00 0,00 0,01 0,01
Sphingobacteria ** 0,88 0,17 0,14 0,04
Anaerolineae 0,00 0,00 0,02 0,02
Caldilineae 0,04 0,03 0,15 0,10
Chloroflexi 0,04 0,04 0,03 0,02
Cyanobacteria 0,17 0,09 0,00 0,00
Deinococci 0,28 0,13 0,17 0,06
Bacilli 10,12 2,58 13,35 1,28
Clostridia 0,62 0,01 0,71 0,17
Gemmatimonadetes 2,80 0,95 2,58 0,26
Nitrospira 0,13 0,11 0,22 0,08
Planctomycetacia * 3,83 0,46 1,60 0,67
Alphaproteobacteria 35,26 2,00 33,16 1,00
Betaproteobacteria * 4,82 1,21 10,50 1,07
Deltaproteobacteria 6,52 1,81 4,84 0,73
Gammaproteobacteria 2,33 0,61 4,10 0,86
Opitutae * 0,31 0,05 0,55 0,06
Spartobacteria 0,07 0,07 0,08 0,04
Subdivision3 0,64 0,33 0,83 0,33
Verrucomicrobiae 0,04 0,03 0,07 0,04
Clase S10 B10
Gp1 0,13 0,06 0,15 0,04
Gp10 0,53 0,15 0,91 0,38
Gp17 0,45 0,14 0,12 0,05
Gp18 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp2 0,00 0,00 0,12 0,08
Gp25 0,16 0,05 0,09 0,04
Gp3 1,02 0,16 2,70 0,73
Gp4 4,95 0,77 4,54 0,57
Gp5 0,26 0,12 0,58 0,28
Gp6 39,65 1,18 35,16 2,00
Gp7 2,31 0,38 1,93 0,31
Gp9 0,09 0,07 0,06 0,05
Actinobacteria 0,72 0,43 0,63 0,07
Sphingobacteria 3,22 1,08 1,32 0,67
Anaerolineae 0,02 0,02 0,01 0,01
Chloroflexi 0,00 0,00 0,03 0,03
Cyanobacteria 0,29 0,13 0,22 0,03
Deinococci 0,23 0,11 0,23 0,11
Bacilli 1,27 0,23 1,77 0,08
Clostridia 0,45 0,16 0,31 0,20
Gemmatimonadetes 6,17 0,76 6,34 0,61
Nitrospira 0,55 0,16 0,59 0,11
Planctomycetacia * 1,44 0,05 2,42 0,26
Alphaproteobacteria 18,76 0,58 21,36 1,25
Betaproteobacteria 6,75 0,40 7,32 0,85
Deltaproteobacteria 2,41 0,45 2,97 0,55
Gammaproteobacteria 2,38 0,47 2,89 0,69
Opitutae 0,42 0,11 0,82 0,22
Spartobacteria 0,06 0,02 0,18 0,06
Subdivision3 1,01 0,14 1,00 0,24
Verrucomicrobiae 0,02 0,02 0,11 0,06
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Filo S2 A0
Acidobacteria *** 40,66 0,86 24,30 2,20
Actinobacteria * 2,62 0,35 4,60 0,56
Bacteroidetes * 0,79 0,12 2,33 0,41
Chloroflexi 0,25 0,09 0,09 0,05
Cyanobacteria 0,02 0,02 0,04 0,02
Deinococcus-Thermus 0,34 0,12 0,15 0,05
Firmicutes *** 3,03 0,11 12,94 0,84
Gemmatimonadetes 7,16 0,86 5,05 0,66
Nitrospira 0,36 0,10 0,50 0,24
Planctomycetes 1,86 0,46 2,90 0,66
Proteobacteria *** 39,11 0,59 45,96 0,57
Verrucomicrobia ** 3,66 0,50 1,08 0,16
Filo S3 A1
Acidobacteria * 13,80 1,69 20,04 1,20
Actinobacteria *** 6,46 0,24 3,83 0,23
Bacteroidetes * 3,07 0,57 5,55 0,48
Chloroflexi * 0,44 0,11 0,05 0,03
Cyanobacteria * 0,77 0,19 0,15 0,09
Deinococcus-Thermus * 0,05 0,05 0,57 0,16
Firmicutes 7,11 1,13 5,16 0,79
Gemmatimonadetes *** 2,01 0,57 10,48 0,59
Nitrospira ** 0,07 0,05 1,32 0,25
Planctomycetes *** 13,47 1,44 4,40 0,30
Proteobacteria *** 50,94 0,40 45,67 0,53
Verrucomicrobia 1,68 0,37 2,60 0,21
Filo S4 A2
Acidobacteria *** 11,20 1,08 38,72 1,06
Actinobacteria ** 7,75 1,04 1,85 0,31
Bacteroidetes ** 2,84 0,45 0,47 0,05
Chloroflexi 0,32 0,14 0,12 0,05
Cyanobacteria 1,82 0,35 1,76 0,18
Deinococcus-Thermus ** 0,05 0,02 0,64 0,13
Firmicutes 6,38 0,91 5,96 0,38
Gemmatimonadetes *** 1,72 0,16 4,67 0,37
Nitrospira *** 0,02 0,02 0,63 0,09
Planctomycetes *** 25,47 0,96 3,20 0,21
Proteobacteria 41,62 1,39 40,39 0,63
Verrucomicrobia * 0,81 0,17 1,38 0,08
Filo S5 A3
Acidobacteria *** 31,95 0,78 1,56 0,20
Actinobacteria * 1,34 0,17 2,35 0,38
Bacteroidetes 2,12 0,80 0,40 0,10
Chloroflexi 0,09 0,09 0,10 0,07
Cyanobacteria *** 0,30 0,14 2,89 0,25
Deinococcus-Thermus 0,04 0,04 0,03 0,03
Firmicutes * 4,94 0,46 7,57 0,90
Gemmatimonadetes *** 4,87 0,52 0,26 0,09
Nitrospira 0,00 0,00 0,01 0,01
Planctomycetes *** 5,36 0,48 16,90 0,38
Proteobacteria *** 47,55 1,17 67,83 1,56
Verrucomicrobia * 1,30 0,40 0,04 0,03
Filo S6 A4
Acidobacteria ** 14,54 0,91 8,56 0,60
Actinobacteria 4,10 0,82 2,58 0,38
Bacteroidetes * 1,53 0,09 3,65 0,70
Chloroflexi 0,49 0,21 0,17 0,11
Cyanobacteria 1,48 0,11 1,08 0,19
Firmicutes *** 13,13 0,53 3,93 0,46
Gemmatimonadetes 0,56 0,09 1,13 0,31
Nitrospira 0,14 0,10 0,10 0,09
Planctomycetes *** 10,51 0,50 27,90 1,57
Proteobacteria 52,91 1,45 50,10 1,02
Verrucomicrobia 0,48 0,15 0,67 0,05
Filo S7 A5
Acidobacteria 8,74 0,51 11,35 1,36
Actinobacteria 6,72 0,75 5,97 0,59
Bacteroidetes 0,53 0,12 1,97 0,69
Chloroflexi 0,71 0,13 0,54 0,15
Cyanobacteria *** 2,71 0,11 6,95 0,63
Deinococcus-Thermus 0,00 0,00 0,03 0,03
Firmicutes 7,22 0,47 6,09 0,59
Gemmatimonadetes * 0,33 0,14 1,33 0,31
Nitrospira 0,01 0,01 0,02 0,02
Planctomycetes 14,40 0,91 15,72 1,13
Proteobacteria *** 58,36 0,39 48,70 0,88
Verrucomicrobia ** 0,22 0,11 1,22 0,17
Filo S8 A6
Acidobacteria *** 29,28 0,60 22,55 0,65
Actinobacteria 2,03 0,48 1,33 0,27
Bacteroidetes *** 3,36 0,10 0,59 0,15
Chloroflexi 0,04 0,03 0,67 0,29
Cyanobacteria *** 0,06 0,03 0,59 0,04
Deinococcus-Thermus * 0,14 0,05 0,00 0,00
Firmicutes * 4,48 0,22 5,47 0,29
Gemmatimonadetes *** 6,87 0,49 2,15 0,44
Nitrospira 0,34 0,04 0,35 0,06
Planctomycetes *** 7,33 0,83 1,80 0,14
Proteobacteria *** 42,48 1,13 62,42 0,88
Verrucomicrobia 3,57 0,70 1,90 0,32
Filo S9 A7
Acidobacteria 19,06 2,81 19,32 0,36
Actinobacteria ** 6,17 0,39 3,73 0,49
Bacteroidetes ** 0,97 0,19 0,18 0,07
Chloroflexi * 0,18 0,09 0,62 0,15
Cyanobacteria 0,17 0,09 0,19 0,03
Deinococcus-Thermus 0,28 0,13 0,14 0,02
Firmicutes 10,94 2,54 13,07 0,49
Gemmatimonadetes 2,80 0,95 1,76 0,16
Nitrospira 0,13 0,11 0,21 0,13
Planctomycetes ** 3,83 0,46 1,14 0,25
Proteobacteria 54,15 2,34 57,71 1,25
Verrucomicrobia 1,26 0,33 1,86 0,10
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Tabla 55. Composición de los filos bacterianos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo aerobio 
(suelo A) en cada uno de los muestreos. 
Cada tabla (A-I) corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2, 
donde se presentan las medias (n=4) de los valores de abundancia porcentual con un gradiente de color (de 
menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estándar se representa en las columnas adyacentes (color 
blanco). Los grados de significación de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se indican 
con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente. 
  
Filo S10 A8
Acidobacteria *** 50,55 0,43 35,53 1,53
Actinobacteria ** 0,38 0,09 2,24 0,33
Bacteroidetes ** 4,03 0,61 0,96 0,12
Chloroflexi 0,04 0,02 0,03 0,02
Cyanobacteria * 0,32 0,12 0,03 0,03
Deinococcus-Thermus 0,23 0,11 0,08 0,04
Firmicutes *** 2,29 0,28 6,67 0,67
Gemmatimonadetes 5,41 0,31 6,00 0,81
Nitrospira 0,46 0,12 0,26 0,12
Planctomycetes * 1,68 0,21 4,45 0,76
Proteobacteria *** 32,85 0,53 41,61 1,04
Verrucomicrobia 1,64 0,17 1,93 0,38
260 
 
A
 
B
 
C
 
D
 
 
Clase S2 A0
Gp1 ** 0,76 0,12 0,16 0,06
Gp10 0,90 0,12 0,58 0,07
Gp17 1,43 0,38 0,76 0,26
Gp25 0,35 0,23 0,12 0,06
Gp3 0,60 0,16 0,48 0,12
Gp4 4,82 0,68 5,13 0,78
Gp5 ** 1,20 0,15 0,27 0,10
Gp6 ** 28,30 1,76 14,91 1,57
Gp7 1,66 0,23 1,73 0,15
Gp9 0,16 0,06 0,04 0,02
Actinobacteria * 2,62 0,35 4,60 0,56
Bacteroidia 0,00 0,00 0,09 0,05
Flavobacteria 0,00 0,00 0,05 0,03
Sphingobacteria * 0,69 0,11 1,57 0,14
Anaerolineae 0,06 0,04 0,01 0,01
Caldilineae 0,07 0,07 0,06 0,04
Cyanobacteria 0,02 0,02 0,04 0,02
Deinococci 0,34 0,12 0,15 0,05
Bacilli *** 1,31 0,23 7,16 0,93
Clostridia *** 1,07 0,07 5,41 0,24
Gemmatimonadetes 7,16 0,86 5,05 0,66
Nitrospira 0,36 0,10 0,50 0,24
Planctomycetacia 1,86 0,46 2,90 0,66
Alphaproteobacteria ** 31,59 0,28 35,92 0,78
Betaproteobacteria 2,47 0,44 3,69 0,60
Deltaproteobacteria 1,51 0,24 1,64 0,34
Gammaproteobacteria * 1,20 0,21 3,23 0,56
Opitutae 1,10 0,48 0,36 0,11
Spartobacteria 0,23 0,11 0,23 0,04
Subdivision3 ** 1,54 0,30 0,36 0,07
Verrucomicrobiae 0,09 0,04 0,04 0,02
Clase S3 A1
Gp1 0,29 0,24 0,36 0,15
Gp10 *** 0,16 0,09 0,98 0,07
Gp15 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp16 0,07 0,07 0,00 0,00
Gp17 0,08 0,03 0,35 0,19
Gp22 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp25 0,06 0,06 0,07 0,04
Gp3 * 3,62 0,83 0,68 0,18
Gp4 ** 1,13 0,44 3,50 0,29
Gp5 0,08 0,06 0,38 0,14
Gp6 * 7,82 1,11 12,21 0,64
Gp7 * 0,40 0,04 1,29 0,25
Gp9 0,03 0,03 0,05 0,05
Actinobacteria *** 6,46 0,24 3,83 0,23
Flavobacteria 0,09 0,03 0,04 0,02
Sphingobacteria ** 2,39 0,54 4,97 0,31
Anaerolineae 0,11 0,08 0,03 0,02
Caldilineae *** 0,17 0,02 0,01 0,01
Cyanobacteria * 0,77 0,19 0,15 0,09
Deinococci * 0,05 0,05 0,57 0,16
Bacilli ** 6,30 0,97 1,97 0,43
Clostridia ** 0,57 0,15 2,31 0,27
Gemmatimonadetes *** 2,01 0,57 10,48 0,59
Nitrospira ** 0,07 0,05 1,32 0,25
Planctomycetacia *** 13,47 1,44 4,40 0,30
Alphaproteobacteria *** 19,02 0,95 35,12 0,58
Betaproteobacteria *** 13,98 0,74 2,48 0,36
Deltaproteobacteria *** 5,96 0,56 1,46 0,23
Gammaproteobacteria ** 8,27 0,64 5,52 0,30
Opitutae 0,47 0,20 0,30 0,07
Spartobacteria * 0,12 0,10 0,58 0,12
Subdivision3 0,96 0,28 1,40 0,10
Verrucomicrobiae 0,01 0,01 0,01 0,01
Clase S4 A2
Gp1 * 0,03 0,02 0,45 0,12
Gp10 *** 0,05 0,03 0,78 0,10
Gp11 * 0,00 0,00 0,04 0,02
Gp17 * 0,23 0,06 1,05 0,23
Gp18 0,00 0,00 0,04 0,04
Gp19 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp22 0,00 0,00 0,04 0,03
Gp25 0,04 0,03 0,67 0,34
Gp3 *** 2,93 0,29 0,79 0,17
Gp4 *** 1,02 0,12 4,61 0,47
Gp5 0,22 0,16 0,48 0,12
Gp6 *** 5,79 0,77 27,44 0,96
Gp7 ** 0,39 0,13 1,75 0,21
Gp9 0,18 0,11 0,17 0,04
Actinobacteria ** 7,75 1,04 1,85 0,31
Sphingobacteria * 2,45 0,56 0,44 0,04
Anaerolineae 0,12 0,06 0,03 0,02
Caldilineae 0,11 0,05 0,02 0,02
Thermomicrobia 0,01 0,01 0,01 0,01
Cyanobacteria 1,82 0,35 1,76 0,18
Deinococci ** 0,05 0,02 0,64 0,13
Bacilli 5,60 0,89 4,32 0,16
Clostridia * 0,40 0,09 0,99 0,21
Gemmatimonadetes *** 1,72 0,16 4,67 0,37
Nitrospira *** 0,02 0,02 0,63 0,09
Planctomycetacia *** 25,47 0,96 3,20 0,21
Alphaproteobacteria *** 18,10 1,07 32,27 0,83
Betaproteobacteria *** 10,13 0,34 2,46 0,53
Deltaproteobacteria ** 4,75 0,59 1,72 0,23
Gammaproteobacteria ** 5,83 0,40 2,01 0,26
Opitutae * 0,07 0,03 0,24 0,05
Spartobacteria 0,03 0,03 0,08 0,02
Subdivision3 0,47 0,20 0,95 0,13
Verrucomicrobiae 0,02 0,02 0,01 0,01
Clase S5 A3
Gp1 ** 1,15 0,27 0,01 0,01
Gp10 0,47 0,26 0,00 0,00
Gp11 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp17 ** 1,53 0,40 0,00 0,00
Gp18 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp2 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp22 0,04 0,04 0,00 0,00
Gp25 * 0,78 0,24 0,00 0,00
Gp3 0,41 0,13 0,94 0,18
Gp4 *** 4,27 0,38 0,08 0,05
Gp5 *** 2,18 0,30 0,01 0,01
Gp6 *** 19,51 1,14 0,51 0,10
Gp7 *** 0,83 0,12 0,00 0,00
Gp9 0,33 0,17 0,00 0,00
Actinobacteria * 1,34 0,17 2,35 0,38
Flavobacteria * 0,99 0,38 0,00 0,00
Sphingobacteria 1,09 0,42 0,33 0,07
Anaerolineae 0,02 0,02 0,03 0,03
Caldilineae 0,04 0,04 0,00 0,00
Cyanobacteria *** 0,30 0,14 2,89 0,25
Deinococci 0,04 0,04 0,03 0,03
Bacilli * 3,83 0,74 7,25 0,95
Clostridia 0,61 0,18 0,20 0,08
Erysipelotrichi 0,00 0,00 0,06 0,06
Gemmatimonadetes *** 4,87 0,52 0,26 0,09
Planctomycetacia *** 5,36 0,48 16,90 0,38
Alphaproteobacteria ** 14,09 0,84 8,71 0,53
Betaproteobacteria *** 8,65 0,63 14,95 0,63
Deltaproteobacteria 3,16 0,57 1,81 0,30
Gammaproteobacteria *** 18,13 0,64 41,05 2,64
Opitutae 0,20 0,12 0,00 0,00
Spartobacteria 0,21 0,16 0,00 0,00
Subdivision3 * 0,72 0,27 0,04 0,03
Verrucomicrobiae 0,08 0,08 0,00 0,00
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Clase S6 A4
Gp1 * 0,25 0,08 0,02 0,02
Gp10 0,12 0,04 0,28 0,06
Gp11 0,00 0,00 0,04 0,04
Gp17 0,08 0,04 0,35 0,22
Gp18 0,03 0,03 0,00 0,00
Gp25 0,06 0,06 0,03 0,03
Gp3 *** 7,49 0,48 2,79 0,34
Gp4 0,63 0,11 0,75 0,28
Gp5 0,45 0,09 0,24 0,11
Gp6 4,83 0,50 3,80 0,18
Gp7 0,35 0,13 0,19 0,09
Gp9 0,09 0,09 0,00 0,00
Actinobacteria 4,10 0,82 2,58 0,38
Flavobacteria * 0,02 0,02 0,36 0,09
Sphingobacteria * 1,13 0,19 2,89 0,69
Anaerolineae 0,06 0,04 0,04 0,04
Caldilineae 0,06 0,04 0,01 0,01
Chloroflexi 0,12 0,11 0,07 0,04
Cyanobacteria 1,48 0,11 1,08 0,19
Bacilli *** 11,55 0,78 3,25 0,31
Clostridia 1,03 0,36 0,50 0,20
Gemmatimonadetes 0,56 0,09 1,13 0,31
Nitrospira 0,14 0,10 0,10 0,09
Planctomycetacia *** 10,51 0,50 27,90 1,57
Alphaproteobacteria 14,58 1,24 11,39 0,64
Betaproteobacteria ** 18,75 0,64 13,56 0,60
Deltaproteobacteria 6,75 0,27 5,36 0,71
Gammaproteobacteria *** 7,83 0,33 17,61 1,03
Opitutae 0,08 0,03 0,16 0,07
Spartobacteria 0,04 0,03 0,00 0,00
Subdivision3 0,29 0,09 0,36 0,08
Verrucomicrobiae 0,03 0,03 0,03 0,03
Clase S7 A5
Gp1 0,02 0,02 0,10 0,05
Gp10 0,31 0,12 0,61 0,18
Gp17 0,09 0,05 0,11 0,05
Gp25 0,03 0,03 0,08 0,06
Gp3 ** 5,24 0,49 2,04 0,39
Gp4 0,69 0,20 1,36 0,48
Gp5 0,01 0,01 0,27 0,12
Gp6 ** 2,28 0,13 6,02 0,91
Gp7 ** 0,06 0,03 0,63 0,12
Gp9 0,00 0,00 0,02 0,02
Actinobacteria 6,72 0,75 5,96 0,59
Flavobacteria 0,00 0,00 0,07 0,06
Sphingobacteria 0,50 0,15 1,42 0,47
Anaerolineae 0,15 0,05 0,08 0,07
Caldilineae 0,17 0,11 0,10 0,07
Thermomicrobia 0,05 0,05 0,00 0,00
Cyanobacteria *** 2,71 0,11 6,95 0,63
Deinococci 0,00 0,00 0,03 0,03
Bacilli 6,44 0,51 4,87 0,71
Clostridia * 0,44 0,09 1,00 0,17
Gemmatimonadetes * 0,33 0,14 1,33 0,31
Nitrospira 0,01 0,01 0,02 0,02
Planctomycetacia 14,40 0,91 15,72 1,13
Alphaproteobacteria * 17,44 0,56 20,54 0,93
Betaproteobacteria *** 17,77 0,42 10,76 0,56
Deltaproteobacteria ** 8,67 0,61 5,18 0,51
Gammaproteobacteria 10,53 0,69 9,95 0,67
Opitutae 0,02 0,02 0,18 0,11
Spartobacteria * 0,04 0,02 0,25 0,07
Subdivision3 * 0,13 0,06 0,56 0,12
Subdivision5 0,00 0,00 0,00 0,00
Verrucomicrobiae 0,00 0,00 0,04 0,04
Clase S8 A6
Gp1 0,31 0,11 0,17 0,13
Gp10 ** 1,66 0,14 0,72 0,11
Gp17 * 0,45 0,06 0,19 0,05
Gp25 0,12 0,03 0,11 0,07
Gp3 *** 0,81 0,11 2,65 0,28
Gp4 2,36 0,14 2,53 0,46
Gp5 0,52 0,11 0,21 0,09
Gp6 *** 21,70 0,62 15,24 0,41
Gp7 1,01 0,14 0,60 0,15
Gp9 0,03 0,01 0,01 0,01
Actinobacteria 2,03 0,48 1,33 0,27
Flavobacteria * 0,04 0,01 0,00 0,00
Sphingobacteria *** 3,30 0,09 0,56 0,14
Anaerolineae 0,00 0,00 0,02 0,02
Caldilineae 0,03 0,03 0,25 0,23
Chloroflexi 0,00 0,00 0,04 0,04
Thermomicrobia 0,00 0,00 0,11 0,09
Cyanobacteria *** 0,06 0,03 0,59 0,04
Deinococci * 0,14 0,05 0,00 0,00
Bacilli 2,23 0,23 3,77 0,75
Clostridia 1,93 0,17 1,30 0,44
Gemmatimonadetes *** 6,87 0,49 2,15 0,44
Nitrospira 0,34 0,04 0,35 0,06
Planctomycetacia *** 7,33 0,83 1,80 0,14
Alphaproteobacteria 36,25 1,27 32,45 1,68
Betaproteobacteria *** 1,41 0,11 13,62 1,14
Deltaproteobacteria * 2,20 0,47 5,15 0,68
Gammaproteobacteria *** 0,83 0,14 9,62 0,67
Opitutae 1,05 0,39 0,68 0,12
Spartobacteria 0,32 0,12 0,07 0,06
Subdivision3 1,37 0,20 0,95 0,24
Verrucomicrobiae 0,18 0,10 0,05 0,02
Clase S9 A7
Gp1 0,10 0,04 0,08 0,03
Gp10 ** 1,55 0,21 0,31 0,07
Gp11 0,00 0,00 0,03 0,02
Gp17 0,94 0,42 0,62 0,17
Gp18 0,00 0,00 0,16 0,14
Gp25 0,10 0,07 0,13 0,09
Gp3 ** 1,28 0,26 3,45 0,32
Gp4 1,39 0,23 1,66 0,30
Gp5 0,20 0,07 0,18 0,06
Gp6 11,91 2,42 11,68 0,35
Gp7 1,45 0,35 0,90 0,25
Gp9 0,00 0,00 0,03 0,02
Actinobacteria ** 6,17 0,39 3,73 0,49
Sphingobacteria ** 0,88 0,17 0,14 0,07
Anaerolineae 0,00 0,00 0,06 0,05
Caldilineae 0,04 0,03 0,08 0,03
Chloroflexi 0,04 0,04 0,05 0,02
Thermomicrobia * 0,00 0,00 0,04 0,01
Cyanobacteria 0,17 0,09 0,19 0,03
Deinococci 0,28 0,13 0,14 0,02
Bacilli 10,12 2,58 10,62 0,34
Clostridia ** 0,62 0,01 2,12 0,27
Gemmatimonadetes 2,80 0,95 1,76 0,16
Nitrospira 0,13 0,11 0,21 0,13
Planctomycetacia ** 3,83 0,46 1,14 0,25
Alphaproteobacteria 35,26 2,00 31,74 0,84
Betaproteobacteria ** 4,82 1,21 12,65 0,83
Deltaproteobacteria 6,52 1,81 5,36 0,72
Gammaproteobacteria ** 2,33 0,61 5,89 0,29
Opitutae 0,31 0,05 0,59 0,17
Spartobacteria 0,07 0,07 0,09 0,06
Subdivision3 0,64 0,33 0,77 0,11
Subdivision5 0,00 0,00 0,00 0,00
Verrucomicrobiae 0,04 0,03 0,24 0,21
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Tabla 56. Composición de las clases bacterianas de suelo control 
(suelo S) y suelo tratado con lodo aerobio (suelo A) en cada uno de 
los muestreos. 
Cada tabla (A-I) corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el 
primer suelo control corresponde a S2, donde se presentan las medias 
(n=4) de los valores de abundancia porcentual con un gradiente de 
color (de menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estándar 
se representa en las columnas adyacentes (color blanco). Los grados 
de significación de las diferencias entre las tasas porcentuales de 
consumo se indican con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a 
P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente. 
 
Clase S10 A8
Gp1 0,07 0,03 0,35 0,27
Gp10 *** 0,41 0,08 1,05 0,06
Gp15 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp17 0,44 0,14 0,82 0,49
Gp18 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp22 0,00 0,00 0,06 0,06
Gp25 0,17 0,04 0,33 0,07
Gp3 1,38 0,38 0,70 0,11
Gp4 * 5,13 0,82 2,30 0,31
Gp5 0,51 0,28 0,78 0,38
Gp6 *** 39,90 0,94 26,52 1,08
Gp7 1,83 0,25 2,12 0,60
Gp9 0,07 0,07 0,28 0,10
Actinobacteria ** 0,38 0,09 2,24 0,33
Flavobacteria 0,00 0,00 0,04 0,04
Sphingobacteria ** 3,90 0,62 0,87 0,16
Anaerolineae 0,02 0,02 0,00 0,00
Cyanobacteria * 0,32 0,12 0,03 0,03
Deinococci 0,23 0,11 0,08 0,04
Bacilli 1,38 0,24 2,88 0,65
Clostridia *** 0,67 0,10 3,47 0,45
Gemmatimonadetes 5,41 0,31 6,00 0,81
Nitrospira 0,46 0,12 0,26 0,12
Planctomycetacia * 1,68 0,21 4,45 0,76
Alphaproteobacteria *** 18,92 0,72 27,54 0,62
Betaproteobacteria 6,91 0,37 6,62 0,67
Deltaproteobacteria 2,16 0,45 1,90 0,36
Gammaproteobacteria 1,91 0,27 2,84 0,52
Opitutae 0,36 0,09 0,73 0,25
Spartobacteria 0,06 0,02 0,08 0,04
Subdivision3 1,00 0,13 0,90 0,26
Verrucomicrobiae 0,03 0,02 0,12 0,03
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Filos S2 N0
Acidobacteria *** 40,66 0,86 19,10 1,24
Actinobacteria * 2,62 0,35 1,41 0,27
Bacteroidetes 0,79 0,12 1,13 0,28
Chloroflexi ** 0,25 0,09 2,93 0,49
Cyanobacteria 0,02 0,02 0,14 0,06
Deinococcus-Thermus 0,34 0,12 0,07 0,03
Firmicutes *** 3,03 0,11 19,79 0,37
Gemmatimonadetes ** 7,16 0,86 2,32 0,26
Nitrospira 0,36 0,10 0,25 0,14
Planctomycetes 1,86 0,46 1,00 0,28
Proteobacteria *** 39,11 0,59 50,14 0,64
Synergistetes * 0,00 0,00 0,72 0,24
Verrucomicrobia ** 3,66 0,50 0,96 0,17
Filos S3 N1
Acidobacteria ** 13,80 1,69 6,07 0,52
Actinobacteria 6,46 0,24 6,28 0,68
Bacteroidetes 3,07 0,57 1,95 0,46
Chloroflexi 0,44 0,11 0,67 0,13
Cyanobacteria ** 0,77 0,19 0,00 0,00
Deinococcus-Thermus * 0,05 0,05 0,37 0,08
Firmicutes *** 7,11 1,13 37,18 2,80
Gemmatimonadetes 2,01 0,57 3,29 0,46
Nitrospira 0,07 0,05 0,17 0,02
Planctomycetes *** 13,47 1,44 0,75 0,28
Proteobacteria ** 50,94 0,40 42,26 2,02
Synergistetes 0,00 0,00 0,08 0,05
Verrucomicrobia 1,68 0,37 0,83 0,14
Filos S4 N2
Acidobacteria *** 11,20 1,08 20,55 0,49
Actinobacteria ** 7,75 1,04 3,22 0,39
Bacteroidetes ** 2,84 0,45 0,27 0,11
Chloroflexi 0,32 0,14 0,19 0,08
Cyanobacteria ** 1,82 0,35 0,00 0,00
Deinococcus-Thermus *** 0,05 0,02 0,62 0,06
Firmicutes *** 6,38 0,91 16,53 1,06
Gemmatimonadetes * 1,72 0,16 4,34 0,76
Nitrospira * 0,02 0,02 1,08 0,35
Planctomycetes *** 25,47 0,96 2,16 0,30
Proteobacteria ** 41,62 1,39 49,44 1,39
Verrucomicrobia 0,81 0,17 1,56 0,29
Filos S5 N3
Acidobacteria *** 31,95 0,78 10,47 0,73
Actinobacteria *** 1,34 0,17 4,95 0,52
Bacteroidetes 2,12 0,80 2,06 0,14
Chloroflexi 0,09 0,09 0,31 0,12
Cyanobacteria 0,30 0,14 0,10 0,02
Deinococcus-Thermus 0,04 0,04 0,09 0,05
Firmicutes * 4,94 0,46 6,36 0,32
Gemmatimonadetes * 4,87 0,52 2,26 0,53
Nitrospira ** 0,00 0,00 0,14 0,03
Planctomycetes *** 5,36 0,48 27,67 2,05
Proteobacteria 47,55 1,17 44,71 1,17
Verrucomicrobia 1,30 0,40 0,80 0,16
Filos S6 N4
Acidobacteria *** 14,54 0,91 7,91 0,30
Actinobacteria 4,10 0,82 2,15 0,25
Bacteroidetes * 1,53 0,09 2,09 0,12
Chloroflexi 0,49 0,21 0,15 0,07
Cyanobacteria *** 1,48 0,11 0,24 0,10
Deinococcus-Thermus *** 0,00 0,00 0,10 0,01
Firmicutes *** 13,13 0,53 3,34 0,35
Gemmatimonadetes * 0,56 0,09 1,04 0,14
Nitrospira 0,14 0,10 0,16 0,03
Planctomycetes *** 10,51 0,50 4,83 0,53
Proteobacteria *** 52,91 1,45 76,75 0,25
Verrucomicrobia 0,48 0,15 1,17 0,26
Filos S7 N5
Acidobacteria ** 8,74 0,51 14,07 0,86
Actinobacteria 6,72 0,75 4,87 0,38
Bacteroidetes *** 0,53 0,12 3,40 0,44
Chloroflexi 0,71 0,13 0,77 0,22
Cyanobacteria *** 2,71 0,11 0,24 0,10
Deinococcus-Thermus 0,00 0,00 0,07 0,04
Firmicutes 7,22 0,47 7,60 0,71
Gemmatimonadetes ** 0,33 0,14 1,73 0,29
Nitrospira 0,01 0,01 0,65 0,36
Planctomycetes ** 14,40 0,91 18,32 0,20
Proteobacteria *** 58,36 0,39 46,66 1,54
Verrucomicrobia ** 0,22 0,11 1,56 0,33
Filos S8 N6
Acidobacteria *** 29,28 0,60 23,29 0,68
Actinobacteria 2,03 0,48 1,82 0,26
Bacteroidetes *** 3,36 0,10 0,88 0,22
Chloroflexi * 0,04 0,03 0,22 0,06
Cyanobacteria 0,06 0,03 0,17 0,12
Deinococcus-Thermus 0,14 0,05 0,31 0,09
Firmicutes *** 4,48 0,22 8,30 0,30
Gemmatimonadetes *** 6,87 0,49 3,70 0,19
Nitrospira 0,34 0,04 0,37 0,18
Planctomycetes ** 7,33 0,83 2,14 0,57
Proteobacteria *** 42,48 1,13 56,83 2,08
Verrucomicrobia 3,57 0,70 1,95 0,10
Filos S9 N7
Acidobacteria 19,06 2,81 24,00 1,47
Actinobacteria ** 6,17 0,39 3,48 0,52
Bacteroidetes 0,97 0,19 0,59 0,04
Chloroflexi 0,18 0,09 0,51 0,16
Cyanobacteria 0,17 0,09 0,60 0,23
Deinococcus-Thermus 0,28 0,13 0,79 0,25
Firmicutes 10,94 2,54 10,47 0,78
Gemmatimonadetes 2,80 0,95 4,96 0,29
Nitrospira * 0,13 0,11 0,61 0,07
Planctomycetes 3,83 0,46 2,73 0,56
Proteobacteria * 54,15 2,34 47,35 0,61
Verrucomicrobia * 1,26 0,33 3,85 0,85
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Tabla 57. Composición de los filos bacterianos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo 
anaerobio (suelo N) en cada uno de los muestreos. 
Cada tabla (A-I) corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2, 
donde se presentan las medias (n=4) de los valores de abundancia porcentual con un gradiente de color (de 
menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estándar se representa en las columnas adyacentes (color 
blanco). Los grados de significación de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se indican 
con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente. 
 
  
Filos S10 N8
Acidobacteria *** 50,55 0,43 36,30 0,86
Actinobacteria ** 0,38 0,09 1,53 0,17
Bacteroidetes ** 4,03 0,61 1,59 0,19
Chloroflexi 0,04 0,02 0,11 0,11
Cyanobacteria 0,32 0,12 0,06 0,02
Deinococcus-Thermus 0,23 0,11 0,20 0,09
Firmicutes *** 2,29 0,28 9,05 0,70
Gemmatimonadetes 5,41 0,31 4,76 0,72
Nitrospira 0,46 0,12 0,28 0,09
Planctomycetes 1,68 0,21 2,04 0,38
Proteobacteria *** 32,85 0,53 41,52 0,70
Verrucomicrobia 1,64 0,17 2,43 0,90
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Clase S2 N0
Gp1 ** 0,76 0,12 0,07 0,05
Gp10 ** 0,90 0,12 0,24 0,11
Gp17 1,43 0,38 0,42 0,19
Gp25 0,35 0,23 0,14 0,12
Gp3 0,60 0,16 0,69 0,14
Gp4 ** 4,82 0,68 1,22 0,16
Gp5 ** 1,20 0,15 0,43 0,10
Gp6 *** 28,30 1,76 12,74 1,22
Gp7 * 1,66 0,23 2,61 0,22
Gp9 0,16 0,06 0,23 0,07
Actinobacteria * 2,62 0,35 1,41 0,27
Bacteroidia * 0,00 0,00 0,11 0,03
Sphingobacteria ** 0,69 0,11 0,11 0,07
Anaerolineae ** 0,06 0,04 2,91 0,50
Caldilineae 0,07 0,07 0,00 0,00
Cyanobacteria 0,02 0,02 0,14 0,06
Deinococci 0,34 0,12 0,07 0,03
Bacilli ** 1,31 0,23 3,89 0,57
Clostridia *** 1,07 0,07 15,00 0,44
Erysipelotrichi ** 0,00 0,00 0,23 0,05
Gemmatimonadetes ** 7,16 0,86 2,32 0,26
Nitrospira 0,36 0,10 0,25 0,14
Planctomycetacia 1,86 0,46 1,00 0,28
Alphaproteobacteria *** 31,59 0,28 23,33 1,21
Betaproteobacteria *** 2,47 0,44 11,58 1,17
Deltaproteobacteria ** 1,51 0,24 3,51 0,45
Epsilonproteobacteria *** 0,00 0,00 2,37 0,37
Gammaproteobacteria *** 1,20 0,21 8,48 0,38
Synergistia * 0,00 0,00 0,72 0,24
Opitutae 1,10 0,48 0,32 0,06
Spartobacteria 0,23 0,11 0,08 0,03
Subdivision3 * 1,54 0,30 0,43 0,07
Verrucomicrobiae 0,09 0,04 0,01 0,01
Clase S3 N1
Gp10 0,16 0,09 0,15 0,07
Gp17 0,08 0,03 0,00 0,00
Gp18 * 0,00 0,00 0,05 0,02
Gp4 1,13 0,44 0,33 0,08
Gp5 0,08 0,06 0,03 0,02
Gp6 * 7,82 1,11 3,67 0,33
Gp7 0,40 0,04 0,34 0,15
Gp9 0,03 0,03 0,00 0,00
Actinobacteria 6,46 0,24 6,28 0,68
Bacteroidia 0,00 0,00 0,04 0,02
Flavobacteria 0,09 0,03 0,03 0,03
Sphingobacteria 2,39 0,54 1,23 0,27
Anaerolineae 0,11 0,08 0,54 0,16
Caldilineae ** 0,17 0,02 0,03 0,02
Cyanobacteria ** 0,77 0,19 0,00 0,00
Deinococci * 0,05 0,05 0,37 0,08
Bacilli ** 6,30 0,97 25,59 3,39
Clostridia *** 0,57 0,15 11,32 0,85
Erysipelotrichi 0,00 0,00 0,10 0,06
Gemmatimonadetes 2,01 0,57 3,29 0,46
Nitrospira 0,07 0,05 0,17 0,02
Planctomycetacia *** 13,47 1,44 0,75 0,28
Alphaproteobacteria *** 19,02 0,95 27,55 0,32
Betaproteobacteria * 13,98 0,74 7,61 1,68
Deltaproteobacteria *** 5,96 0,56 0,80 0,09
Epsilonproteobacteria 0,00 0,00 0,12 0,06
Gammaproteobacteria * 8,27 0,64 5,69 0,55
Spartobacteria 0,12 0,10 0,07 0,04
Subdivision3 0,96 0,28 0,69 0,13
Subdivision5 0,00 0,00 0,03 0,03
Clase S4 N2
Gp10 * 0,05 0,03 0,44 0,10
Gp4 ** 1,02 0,12 2,03 0,18
Gp5 0,22 0,16 0,16 0,04
Gp6 *** 5,79 0,77 15,55 0,54
Gp7 0,39 0,13 0,44 0,04
Gp9 0,18 0,11 0,04 0,01
Actinobacteria ** 7,75 1,04 3,22 0,39
Anaerolineae 0,12 0,06 0,03 0,03
Caldilineae 0,11 0,05 0,02 0,02
Cyanobacteria ** 1,82 0,35 0,00 0,00
Deinococci *** 0,05 0,02 0,62 0,06
Bacilli * 5,60 0,89 2,57 0,25
Clostridia *** 0,40 0,09 13,74 1,33
Gemmatimonadetes * 1,72 0,16 4,34 0,76
Nitrospira * 0,02 0,02 1,08 0,35
Alphaproteobacteria *** 18,10 1,07 40,11 0,75
Betaproteobacteria *** 10,13 0,34 1,87 0,19
Deltaproteobacteria ** 4,75 0,59 1,30 0,20
Spartobacteria 0,03 0,03 0,14 0,12
Subdivision3 * 0,47 0,20 1,25 0,18
Clase S5 N3
Gp1 ** 1,15 0,27 0,04 0,04
Gp10 0,47 0,26 0,18 0,08
Gp11 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp17 * 1,53 0,40 0,22 0,05
Gp18 0,02 0,02 0,02 0,02
Gp2 0,02 0,02 0,00 0,00
Gp22 0,04 0,04 0,00 0,00
Gp25 * 0,78 0,24 0,00 0,00
Gp3 ** 0,41 0,13 1,66 0,25
Gp4 *** 4,27 0,38 1,03 0,21
Gp5 *** 2,18 0,30 0,19 0,08
Gp6 *** 19,51 1,14 6,49 0,93
Gp7 0,83 0,12 0,54 0,12
Gp9 0,33 0,17 0,01 0,01
Actinobacteria *** 1,34 0,17 4,95 0,52
Flavobacteria * 0,99 0,38 0,01 0,01
Sphingobacteria 1,09 0,42 1,28 0,29
Anaerolineae 0,02 0,02 0,02 0,02
Caldilineae 0,04 0,04 0,09 0,07
Cyanobacteria 0,30 0,14 0,10 0,02
Deinococci 0,04 0,04 0,09 0,05
Bacilli 3,83 0,74 4,53 0,24
Clostridia * 0,61 0,18 1,67 0,22
Gemmatimonadetes * 4,87 0,52 2,26 0,53
Nitrospira ** 0,00 0,00 0,14 0,03
Planctomycetacia *** 5,36 0,48 27,67 2,05
Alphaproteobacteria * 14,09 0,84 17,97 0,67
Betaproteobacteria 8,65 0,63 8,19 0,75
Deltaproteobacteria 3,16 0,57 3,58 0,12
Gammaproteobacteria *** 18,13 0,64 12,11 0,49
Opitutae 0,20 0,12 0,09 0,07
Spartobacteria 0,21 0,16 0,10 0,05
Subdivision3 0,72 0,27 0,59 0,12
Verrucomicrobiae 0,08 0,08 0,01 0,01
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Clase S6 N4
Gp1 0,25 0,08 0,12 0,08
Gp10 0,12 0,04 0,18 0,12
Gp11 0,00 0,00 0,05 0,03
Gp17 0,08 0,04 0,02 0,02
Gp18 0,03 0,03 0,00 0,00
Gp25 0,06 0,06 0,07 0,05
Gp3 *** 7,49 0,48 1,06 0,14
Gp4 0,63 0,11 0,82 0,31
Gp5 0,45 0,09 0,21 0,06
Gp6 4,83 0,50 5,23 0,60
Gp7 0,35 0,13 0,13 0,08
Gp9 0,09 0,09 0,00 0,00
Actinobacteria 4,10 0,82 2,15 0,25
Flavobacteria 0,02 0,02 0,19 0,08
Sphingobacteria 1,13 0,19 1,61 0,11
Anaerolineae 0,06 0,04 0,03 0,03
Caldilineae 0,06 0,04 0,05 0,05
Chloroflexi 0,12 0,11 0,01 0,01
Cyanobacteria *** 1,48 0,11 0,24 0,10
Deinococci *** 0,00 0,00 0,10 0,01
Bacilli *** 11,55 0,78 1,55 0,25
Clostridia 1,03 0,36 1,63 0,17
Gemmatimonadetes * 0,56 0,09 1,04 0,14
Nitrospira 0,14 0,10 0,16 0,03
Planctomycetacia *** 10,51 0,50 4,83 0,53
Alphaproteobacteria * 14,58 1,24 19,61 0,89
Betaproteobacteria *** 18,75 0,64 29,67 1,24
Deltaproteobacteria *** 6,75 0,27 1,39 0,24
Gammaproteobacteria *** 7,83 0,33 25,01 1,24
Opitutae 0,08 0,03 0,06 0,04
Spartobacteria 0,04 0,03 0,01 0,01
Subdivision3 * 0,29 0,09 1,02 0,21
Verrucomicrobiae 0,03 0,03 0,01 0,01
Clase S7 N5
Gp1 0,02 0,02 0,09 0,05
Gp10 * 0,31 0,12 0,88 0,17
Gp15 0,00 0,00 0,26 0,26
Gp17 0,09 0,05 0,24 0,09
Gp25 0,03 0,03 0,20 0,13
Gp3 *** 5,24 0,49 1,44 0,21
Gp4 0,69 0,20 0,97 0,23
Gp5 0,01 0,01 0,15 0,07
Gp6 *** 2,28 0,13 9,24 1,03
Gp7 * 0,06 0,03 0,51 0,14
Gp9 0,00 0,00 0,04 0,04
Actinobacteria 6,72 0,75 4,87 0,38
Sphingobacteria * 0,50 0,15 1,99 0,45
Anaerolineae 0,15 0,05 0,03 0,03
Caldilineae 0,17 0,11 0,00 0,00
Thermomicrobia 0,05 0,05 0,14 0,14
Cyanobacteria *** 2,71 0,11 0,24 0,10
Deinococci 0,00 0,00 0,07 0,04
Bacilli ** 6,44 0,51 3,48 0,33
Clostridia *** 0,44 0,09 3,88 0,46
Gemmatimonadetes ** 0,33 0,14 1,73 0,29
Nitrospira 0,01 0,01 0,65 0,36
Planctomycetacia ** 14,40 0,91 18,32 0,20
Alphaproteobacteria ** 17,44 0,56 23,20 0,81
Betaproteobacteria *** 17,77 0,42 8,36 0,27
Deltaproteobacteria *** 8,67 0,61 3,49 0,40
Gammaproteobacteria 10,53 0,69 8,81 0,97
Opitutae 0,02 0,02 0,15 0,07
Spartobacteria 0,04 0,02 0,11 0,06
Subdivision3 * 0,13 0,06 1,00 0,25
Clase S8 N6
Gp1 0,31 0,11 0,08 0,04
Gp10 1,66 0,14 2,14 0,24
Gp17 ** 0,45 0,06 0,09 0,04
Gp25 0,12 0,03 0,20 0,14
Gp3 0,81 0,11 1,69 0,58
Gp4 2,36 0,14 2,20 0,33
Gp5 * 0,52 0,11 0,11 0,07
Gp6 *** 21,70 0,62 15,20 0,17
Gp7 1,01 0,14 1,47 0,27
Gp9 0,03 0,01 0,00 0,00
Actinobacteria 2,03 0,48 1,82 0,26
Flavobacteria * 0,04 0,01 0,00 0,00
Sphingobacteria *** 3,30 0,09 0,65 0,15
Anaerolineae 0,00 0,00 0,02 0,02
Caldilineae 0,03 0,03 0,03 0,03
Chloroflexi 0,00 0,00 0,02 0,02
Thermomicrobia 0,00 0,00 0,03 0,02
Cyanobacteria 0,06 0,03 0,17 0,12
Deinococci 0,14 0,05 0,31 0,09
Bacilli 2,23 0,23 2,51 0,25
Clostridia *** 1,93 0,17 5,44 0,21
Gemmatimonadetes *** 6,87 0,49 3,70 0,19
Nitrospira 0,34 0,04 0,37 0,18
Planctomycetacia ** 7,33 0,83 2,14 0,57
Alphaproteobacteria ** 36,25 1,27 49,17 2,68
Betaproteobacteria 1,41 0,11 2,20 0,70
Deltaproteobacteria 2,20 0,47 2,15 0,30
Gammaproteobacteria 0,83 0,14 1,68 0,34
Opitutae 1,05 0,39 0,19 0,08
Spartobacteria 0,32 0,12 0,07 0,04
Subdivision3 1,37 0,20 1,45 0,11
Verrucomicrobiae 0,18 0,10 0,03 0,02
Clase S9 N7
Gp1 0,10 0,04 0,12 0,11
Gp10 * 1,55 0,21 2,52 0,22
Gp15 0,00 0,00 0,03 0,03
Gp17 0,94 0,42 0,33 0,11
Gp25 0,10 0,07 0,38 0,31
Gp3 1,28 0,26 1,43 0,34
Gp4 1,39 0,23 2,01 0,22
Gp5 0,20 0,07 0,30 0,10
Gp6 11,91 2,42 15,78 1,06
Gp7 1,45 0,35 0,87 0,19
Gp9 0,00 0,00 0,09 0,06
Actinobacteria ** 6,17 0,39 3,48 0,52
Flavobacteria 0,00 0,00 0,03 0,03
Sphingobacteria 0,88 0,17 0,46 0,05
Anaerolineae 0,00 0,00 0,07 0,04
Caldilineae 0,04 0,03 0,16 0,12
Chloroflexi 0,04 0,04 0,00 0,00
Thermomicrobia 0,00 0,00 0,10 0,05
Cyanobacteria 0,17 0,09 0,60 0,23
Deinococci 0,28 0,13 0,79 0,25
Bacilli * 10,12 2,58 2,73 0,25
Clostridia *** 0,62 0,01 7,47 0,55
Gemmatimonadetes 2,80 0,95 4,96 0,29
Nitrospira * 0,13 0,11 0,61 0,07
Planctomycetacia 3,83 0,46 2,73 0,56
Alphaproteobacteria 35,26 2,00 38,69 1,46
Betaproteobacteria 4,82 1,21 2,97 0,67
Deltaproteobacteria * 6,52 1,81 1,90 0,27
Gammaproteobacteria 2,33 0,61 2,03 0,49
Opitutae 0,31 0,05 0,74 0,37
Spartobacteria 0,07 0,07 0,14 0,05
Subdivision3 * 0,64 0,33 2,23 0,55
Verrucomicrobiae * 0,04 0,03 0,47 0,12
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Tabla 58. Composición de las clases bacterianas de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo 
anaerobio (suelo N) en cada uno de los muestreos. 
Cada tabla (A-I) corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2, 
donde se presentan las medias (n=4) de los valores de abundancia porcentual con un gradiente de color 
(de menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estándar se representa en las columnas adyacentes 
(color blanco). Los grados de significación de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se 
indican con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente. 
 
 
  
Clase S10 N8
Gp1 0,07 0,03 0,04 0,04
Gp10 *** 0,41 0,08 3,54 0,39
Gp11 0,00 0,00 0,06 0,05
Gp17 0,44 0,14 0,80 0,18
Gp18 0,02 0,02 0,05 0,03
Gp2 0,00 0,00 0,02 0,02
Gp22 0,00 0,00 0,08 0,07
Gp25 * 0,17 0,04 0,03 0,02
Gp3 1,38 0,38 0,86 0,14
Gp4 5,13 0,82 3,66 0,24
Gp5 0,51 0,28 0,55 0,14
Gp6 *** 39,90 0,94 25,31 0,36
Gp7 * 1,83 0,25 0,93 0,19
Gp9 0,07 0,07 0,14 0,04
Actinobacteria ** 0,38 0,09 1,53 0,17
Flavobacteria 0,00 0,00 0,02 0,02
Sphingobacteria ** 3,90 0,62 1,45 0,18
Anaerolineae 0,02 0,02 0,00 0,00
Caldilineae 0,00 0,00 0,02 0,02
Cyanobacteria 0,32 0,12 0,06 0,02
Deinococci 0,23 0,11 0,20 0,09
Bacilli 1,38 0,24 1,70 0,34
Clostridia *** 0,67 0,10 6,86 0,64
Gemmatimonadetes 5,41 0,31 4,76 0,72
Nitrospira 0,46 0,12 0,28 0,09
Planctomycetacia 1,68 0,21 2,04 0,38
Alphaproteobacteria *** 18,92 0,72 34,10 0,95
Betaproteobacteria *** 6,91 0,37 2,56 0,59
Deltaproteobacteria 2,16 0,45 1,29 0,22
Gammaproteobacteria 1,91 0,27 1,91 0,17
Opitutae * 0,36 0,09 1,16 0,23
Spartobacteria 0,06 0,02 0,16 0,15
Subdivision3 1,00 0,13 0,79 0,36
Verrucomicrobiae 0,03 0,02 0,24 0,15
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ANEXO 4. Análisis de correlaciones 
 
 
 
 
Tabla 59. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edáficas y ambientales frente a las tasas de consumo, respiración basal y 
biomasa microbiana. 
Coeficientes r de Pearson, el nivel de significación P<0,05; P<0,01 y P<0,001; se representan respectivamente en verde, amarillo y naranja. 
 
  
Corg Lp1 Lp2 R Csol P     pH Conductividad N Total   Amonio Nitrito
Estabilidad 
agregado
Porosidad WHC
Humedad 
suelo
Temp. 
media
Humedad 
atmosférica
Precipitación
Á. protocatéquico -0,40 -0,38 -0,40 -0,28 -0,16 -0,13 0,23 -0,18 -0,24 -0,03 -0,12 -0,37 -0,69 -0,20 0,22 0,01 0,12 0,02
Á. cítrico -0,32 -0,32 -0,32 -0,32 -0,23 -0,13 0,26 -0,16 -0,41 -0,17 -0,04 -0,33 -0,20 0,32 -0,02 0,02 0,12 0,10
Á. oxálico -0,26 -0,20 -0,13 -0,18 -0,04 -0,08 0,13 -0,10 -0,16 0,03 0,01 -0,49 -0,63 0,01 0,09 0,03 0,03 0,16
Á. málico -0,51 -0,23 -0,36 -0,44 -0,27 -0,16 0,39 -0,20 -0,42 -0,12 0,09 -0,62 -0,53 -0,07 -0,14 -0,06 0,01 -0,03
Arginina 0,28 0,11 0,05 0,20 0,10 0,04 -0,22 0,19 0,16 -0,08 -0,21 0,51 0,49 0,44 0,21 -0,09 0,09 -0,08
Alanina 0,27 0,10 0,25 0,31 0,25 0,15 -0,21 0,16 0,30 0,08 -0,06 0,23 0,33 -0,29 -0,04 0,11 -0,15 -0,02
GABA 0,07 0,12 0,12 0,01 0,02 0,10 0,01 0,07 0,09 0,03 0,04 0,10 0,39 -0,23 -0,16 0,09 -0,13 -0,11
Lisina 0,05 0,07 0,00 0,02 -0,09 0,04 -0,04 0,14 0,04 -0,08 -0,05 0,15 0,29 0,03 0,05 -0,08 0,08 -0,09
Trehalosa 0,26 0,34 0,27 0,20 0,07 0,07 -0,23 0,07 0,15 0,00 0,09 0,59 0,53 0,21 -0,08 -0,01 -0,05 -0,08
NAG 0,14 0,14 0,07 0,13 -0,03 0,12 -0,24 0,17 0,15 0,05 -0,04 0,21 0,20 0,52 0,39 -0,34 0,38 0,14
Galactosa 0,17 0,22 0,21 0,12 0,06 0,07 -0,16 0,04 0,06 0,06 0,02 0,12 0,44 0,03 -0,11 0,08 -0,11 -0,01
Arabinosa 0,28 0,26 0,24 0,19 0,13 0,01 -0,05 0,10 0,19 0,02 0,33 0,22 0,47 -0,28 -0,29 0,10 -0,21 -0,16
Fructosa 0,34 0,26 0,41 0,30 0,37 0,17 -0,34 0,23 0,31 0,24 0,07 0,12 0,44 -0,09 -0,21 0,14 -0,32 -0,01
Glucosa 0,37 0,06 0,22 0,29 0,15 0,08 0,01 -0,07 0,22 0,12 -0,03 0,19 0,38 -0,25 -0,13 0,06 -0,11 0,01
RB 0,47 0,29 0,48 0,43 0,48 0,36 -0,53 0,28 0,55 0,51 -0,04 0,09 0,44 0,01 0,14 0,02 0,18 0,41
Biomasa 0,64 0,37 0,62 0,65 0,48 0,40 -0,64 0,32 0,78 0,59 -0,18 0,26 0,40 -0,13 0,32 -0,08 0,22 0,46
270 
 
  
271 
 
 
 
 
 
 
Tabla 60. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edáficas y ambientales frente a la abundancia relativa de los filos bacterianos. 
Coeficientes r de Pearson, el nivel de significación P<0,05; P<0,01 y P<0,001; se representan respectivamente en verde, amarillo y naranja. 
 
  
Corg Lp1 Csol P     pH Conductividad C/N N Total   Amonio Nitrato WHC T. media
Humedad 
atmosférica
Precipitación
Acidobacteria -0,16 -0,11 0,09 -0,20 0,26 -0,07 0,14 -0,20 0,00 0,01 0,52 -0,23 0,43 0,14
Actinobacteria 0,04 -0,06 0,07 0,26 -0,20 0,21 0,11 0,04 -0,01 0,04 -0,43 0,25 -0,28 -0,08
Bacteroidetes 0,28 0,01 -0,01 0,24 -0,11 -0,04 -0,15 0,21 0,05 0,02 -0,19 0,43 -0,47 -0,11
Chloroflexi 0,22 0,07 0,10 0,14 -0,35 0,06 -0,06 0,26 0,34 -0,11 -0,01 0,14 0,02 0,38
Cyanobacteria -0,18 -0,02 -0,11 -0,06 -0,05 -0,11 0,02 -0,24 -0,05 -0,05 -0,31 0,20 -0,33 -0,15
Deinococcus-Thermus -0,02 0,14 0,08 0,12 -0,43 0,44 0,40 0,17 -0,01 0,55 0,39 -0,04 0,14 0,02
Firmicutes 0,10 -0,01 0,12 0,44 -0,38 0,60 0,48 0,32 0,29 0,43 0,05 0,05 0,01 0,09
Gemmatimonadetes -0,10 0,09 0,43 0,03 0,04 0,20 0,20 0,14 0,21 0,33 0,17 -0,11 0,30 0,10
Nitrospira 0,02 0,41 0,05 0,18 -0,35 0,26 0,23 0,23 0,23 0,50 0,58 0,10 -0,14 -0,08
Planctomycetes -0,11 -0,08 -0,15 -0,15 0,07 -0,25 -0,25 -0,19 -0,19 -0,25 -0,47 0,11 -0,42 -0,27
Proteobacteria 0,15 0,15 -0,20 -0,02 -0,02 -0,18 -0,35 0,07 -0,11 -0,21 -0,31 0,03 -0,15 -0,06
Synergistetes 0,73 0,00 0,26 0,45 -0,39 -0,07 -0,24 0,74 0,98 -0,15 -0,26 0,00 0,50
Verrucomicrobia 0,28 0,15 -0,06 -0,11 -0,07 -0,14 -0,21 0,20 -0,13 -0,11 0,02 0,00 0,20 0,29
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Tabla 61. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edáficas y ambientales frente a la abundancia relativa de las clases bacterianas 
(I). 
Coeficientes r de Pearson, el nivel de significación P<0,05; P<0,01 y P<0,001; se representan respectivamente en verde, amarillo y naranja. 
 
  
Corg Lp1 Lp2 R Csol P     pH Conductividad C/N N Total   Amonio Nitrito Nitrato
Estabilidad 
agregado
Porosidad WHC
Humedad 
suelo
T. media
Humedad 
atmosférica
Precipitación
Gp1 -0,40 -0,18 -0,33 -0,25 0,04 -0,09 0,39 -0,03 0,17 -0,23 0,03 0,06 0,12 -0,55 -0,50 -0,25 0,07 -0,07 0,11 0,22
Gp10 0,20 0,24 0,05 0,10 -0,01 -0,08 -0,08 -0,02 0,01 0,04 -0,09 0,35 -0,06 0,18 0,00 0,53 -0,27 0,06 0,02 -0,09
Gp17 -0,43 -0,12 -0,22 -0,39 0,38 -0,40 0,35 -0,03 -0,01 -0,42 -0,07 -0,12 -0,22 -0,67 -0,24 -0,24 0,23 -0,40 0,52 0,06
Gp11 -0,26 -0,15 -0,18 -0,41 0,65 -0,28 0,31 0,45 0,44 -0,45 -0,12 0,19 0,32 -0,22 0,56 -0,18 -0,07 -0,29 0,37 -0,16
Gp16 -0,25 0,21 -0,12 -0,27 -0,41 -0,11 0,37 -0,21 0,01 -0,41 0,03 0,32 0,13 0,10 -0,49 0,10 -0,19
Gp17 0,35 -0,36 -0,09 -0,03 0,26 0,23 -0,01 0,53 0,62 0,12 0,35 0,36 0,37 -1,00 -0,77 0,93 0,47 -0,22 0,59 0,32
Gp18 -0,10 -0,10 -0,04 -0,04 0,00 0,26 -0,05 0,10 0,04 0,07 0,25 -0,18 -0,02 -0,33 0,13 0,24 0,31 -0,18 0,37 0,27
Gp19 -0,48 0,17 0,29 -0,50 0,84 -0,53 0,22 0,58 -0,04 -0,32 0,12 -0,23 0,48 -0,15
Gp2 -0,06 0,14 -0,24 0,23 -0,10 -0,10 0,06 -0,14 -0,10 -0,39 -0,37 -0,10 -0,01 0,32 0,02 0,92 0,15 0,00 0,09 -0,12
Gp22 -0,32 -0,22 -0,18 -0,33 0,53 -0,14 0,26 0,41 0,65 -0,48 -0,03 0,11 0,38 -0,59 0,13 0,34 0,01 -0,13 0,22 -0,16
Gp25 -0,22 -0,16 -0,30 -0,36 0,09 -0,07 -0,06 0,19 0,44 -0,22 0,13 0,41 0,35 -0,70 -0,05 0,28 0,04 -0,16 0,20 -0,01
Gp3 -0,18 -0,18 -0,20 -0,27 -0,30 -0,19 0,29 -0,23 -0,16 -0,31 -0,28 -0,06 -0,25 -0,06 0,09 -0,17 -0,33 0,21 -0,24 -0,22
Gp4 0,09 0,04 0,06 0,09 -0,11 0,12 0,01 -0,10 0,01 0,16 0,27 0,15 0,08 -0,15 -0,37 0,29 0,29 -0,15 0,27 0,35
Gp5 -0,42 -0,13 -0,36 -0,30 -0,10 -0,23 0,47 -0,20 -0,02 -0,24 -0,05 -0,03 -0,08 -0,49 -0,76 -0,39 0,27 -0,33 0,31 0,13
Gp6 -0,12 -0,09 -0,22 -0,18 0,15 -0,22 0,22 -0,02 0,17 -0,19 -0,03 0,16 0,03 -0,13 -0,07 0,55 0,13 -0,24 0,42 0,09
Gp7 0,19 0,03 0,08 0,23 0,07 0,19 -0,11 -0,06 -0,06 0,31 0,35 0,09 0,00 -0,02 -0,13 0,39 0,27 -0,09 0,46 0,51
Gp9 -0,11 0,04 0,01 -0,15 0,54 -0,12 0,10 0,14 0,18 -0,18 0,17 0,02 0,07 -0,49 0,31 0,33 0,13 -0,24 0,46 0,05
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Tabla 62. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edáficas y ambientales frente a la abundancia relativa de las clases bacterianas 
(II). 
Coeficientes r de Pearson, el nivel de significación P<0,05; P<0,01 y P<0,001; se representan respectivamente en verde, amarillo y naranja. 
  
Corg Lp1 Lp2 R Csol P     pH Conductividad C/N N Total   Amonio Nitrato
Estabilidad 
agregado
Porosidad WHC
Humedad 
suelo
T. media
Humedad 
atmosférica
Precipitación
Actinobacteria 0,07 -0,04 0,15 0,06 0,09 0,25 -0,21 0,21 0,10 0,06 -0,01 0,04 -0,20 0,18 -0,42 -0,11 0,25 -0,28 -0,08
Bacteroidia 0,78 0,01 0,73 0,67 0,38 0,78 -0,46 0,23 -0,06 0,81 0,87 -0,02 -0,36 -0,09 -0,11 0,45 0,08 0,41 0,95
Flavobacteria 0,34 -0,13 0,14 0,18 -0,09 -0,08 0,13 -0,23 -0,33 0,12 -0,15 -0,18 0,39 -0,30 -0,74 0,19 0,05 -0,14 -0,10
Sphingobacteria 0,21 -0,03 0,03 0,22 -0,05 0,19 -0,06 -0,06 -0,10 0,12 -0,01 0,03 -0,01 -0,01 -0,08 -0,11 0,45 -0,46 -0,15
Anaerolineae 0,21 -0,08 0,13 0,32 0,13 0,22 -0,35 0,08 -0,04 0,37 0,47 -0,03 -0,09 -0,02 -0,04 0,23 0,04 0,20 0,53
Chloroflexi 0,02 0,13 0,08 0,08 -0,11 -0,19 0,00 -0,15 -0,19 0,07 -0,21 -0,15 0,34 -0,45 -0,16 0,23 -0,17 0,43 0,32
Thermomicrobia -0,15 0,24 -0,02 -0,15 -0,13 -0,29 0,17 -0,10 0,00 -0,21 -0,23 -0,14 -0,56 0,01 -0,09 -0,17
Cyanobacteria -0,18 -0,02 -0,01 -0,26 -0,11 -0,06 -0,05 -0,11 0,02 -0,24 -0,05 -0,05 -0,23 0,01 -0,31 -0,24 0,20 -0,33 -0,15
Deinococci -0,01 0,14 -0,10 0,16 0,08 0,12 -0,43 0,44 0,39 0,18 -0,01 0,54 0,37 0,11 0,38 0,21 -0,04 0,15 0,02
Bacilli -0,01 -0,10 0,01 0,09 0,00 0,31 -0,08 0,40 0,35 0,11 0,02 0,28 -0,28 -0,10 -0,21 0,08 0,02 -0,09 -0,11
Clostridia 0,20 0,12 0,14 0,30 0,19 0,36 -0,53 0,51 0,36 0,39 0,41 0,36 -0,04 0,12 0,25 0,16 0,05 0,11 0,27
Erysipelotrichi 0,75 -0,18 0,74 0,91 0,64 0,84 -0,54 0,37 0,21 0,84 0,91 0,26 -0,93 -0,95 -0,26 0,39 0,33 0,16 0,82
Gemmatimonadetes -0,08 0,10 0,05 0,07 0,44 0,03 0,03 0,20 0,19 0,15 0,20 0,33 -0,17 -0,08 0,17 0,14 -0,11 0,30 0,10
Nitrospira 0,03 0,42 0,15 0,22 0,06 0,18 -0,35 0,26 0,22 0,23 0,22 0,49 -0,10 0,11 0,58 -0,02 0,10 -0,14 -0,08
Planctomycetacia -0,09 -0,07 -0,05 -0,20 -0,14 -0,15 0,06 -0,25 -0,26 -0,18 -0,19 -0,25 0,12 0,14 -0,47 -0,17 0,12 -0,42 -0,27
Alphaproteobacteria 0,19 0,33 0,22 0,24 0,13 0,10 -0,31 0,25 0,23 0,28 0,19 0,27 -0,01 -0,26 0,09 0,04 -0,06 0,32 0,19
Betaproteobacteria 0,17 -0,13 0,07 0,09 -0,15 -0,07 0,19 -0,26 -0,36 -0,05 -0,20 -0,33 0,27 0,34 -0,26 -0,19 0,20 -0,31 -0,16
Deltaproteobacteria 0,02 -0,03 0,03 -0,13 -0,30 -0,18 0,22 -0,36 -0,33 -0,22 -0,23 -0,42 0,18 0,21 -0,26 -0,37 0,22 -0,33 -0,21
Epsilonproteobacteria 0,73 0,00 0,60 0,62 0,25 0,45 -0,38 -0,07 -0,24 0,73 0,98 -0,16 -0,93 -0,95 -0,26 0,43 -0,01 0,51 1,00
Gammaproteobacteria -0,08 -0,04 0,01 -0,04 -0,17 -0,02 0,09 -0,21 -0,29 -0,06 -0,13 -0,15 0,32 0,34 -0,35 0,02 -0,08 -0,29 -0,14
Synergistia 0,73 0,00 0,61 0,62 0,26 0,45 -0,39 -0,07 -0,24 0,74 0,98 -0,15 -0,93 -0,95 -0,26 0,44 0,00 0,50 1,00
Opitutae 0,26 0,20 0,15 0,13 -0,29 -0,16 0,15 -0,41 -0,37 -0,01 -0,16 -0,39 0,40 -0,34 0,47 0,19 -0,12 0,35 0,21
Spartobacteria 0,34 0,20 0,36 0,38 0,01 0,00 -0,19 -0,14 -0,25 0,37 0,00 -0,06 0,35 -0,45 -0,12 0,21 0,10 0,15 0,37
Subdivisión 5 0,70 -0,24 0,68 0,95 0,70 0,92 -0,55 0,53 0,39 0,82 0,81 0,42 -0,93 -0,95 -0,26 0,39 0,38 0,07 0,70
Verrucomicrobiae 0,15 0,05 0,15 0,11 -0,12 -0,19 0,04 -0,26 -0,31 0,08 -0,23 -0,24 0,33 -0,58 -0,09 0,36 -0,19 0,37 0,25
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ANEXO 5. Cebadores. 
 
Tabla 63. Cebadores utilizados en la pirosecuenciación.  
  
Nombre Cebador reverso Hibridación con 16S
V5R-454 CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG CCGTCAATTYYTTTRAGTTT
Nombre Cebador líder MID Hibridación con 16S
V4f-S0 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGAGTGCGT AYTGGGYDTAAAGNG MID1
V4f-S1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGACGCACTC AYTGGGYDTAAAGNG MID3
V4f-S2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCACTGTAG AYTGGGYDTAAAGNG MID4
V4f-S3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ATATCGCGAG AYTGGGYDTAAAGNG MID6
V4f-S4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGTGTCTCTA AYTGGGYDTAAAGNG MID7
V4f-S5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTCTATGCG AYTGGGYDTAAAGNG MID10
V4f-S6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CATAGTAGTG AYTGGGYDTAAAGNG MID13
V4f-S7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCACGTACTA AYTGGGYDTAAAGNG MID16
V4f-S8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTACGTAGC AYTGGGYDTAAAGNG MID18
V4f-S9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCACGCGAGA AYTGGGYDTAAAGNG MID66
V4f-S10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGATAGTGA AYTGGGYDTAAAGNG MID67
V4f-B0 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGTACTCAGA AYTGGGYDTAAAGNG MID59
V4f-B1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCTCACGTA AYTGGGYDTAAAGNG MID51
V4f-B2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGTGAGTAGT AYTGGGYDTAAAGNG MID47
V4f-B3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGATCGTATA AYTGGGYDTAAAGNG MID55
V4f-B4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTGCTACGA AYTGGGYDTAAAGNG MID54
V4f-B5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TAGTCGCATA AYTGGGYDTAAAGNG MID63
V4f-B6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGCACTAGT AYTGGGYDTAAAGNG MID43
V4f-B7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGCGTATACA AYTGGGYDTAAAGNG MID57
V4f-B8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTATACATA AYTGGGYDTAAAGNG MID52
V4f-B9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TATATATACA AYTGGGYDTAAAGNG MID64
V4f-B10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTCGAGAGA AYTGGGYDTAAAGNG MID53
V4f-A0 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ATACGACGTA AYTGGGYDTAAAGNG MID15
V4f-A1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGTACTACTC AYTGGGYDTAAAGNG MID19
V4f-A2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGACTACAG AYTGGGYDTAAAGNG MID20
V4f-A3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACGAGTATG AYTGGGYDTAAAGNG MID22
V4f-A4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACTCTCGTG AYTGGGYDTAAAGNG MID23
V4f-A5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGTCGCTCG AYTGGGYDTAAAGNG MID25
V4f-A6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACATACGCGT AYTGGGYDTAAAGNG MID26
V4f-A7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTACTATGT AYTGGGYDTAAAGNG MID28
V4f-A8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGTACAGTCA AYTGGGYDTAAAGNG MID58
V4f-N0 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ATAGAGTACT AYTGGGYDTAAAGNG MID33
V4f-N1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CACGCTACGT AYTGGGYDTAAAGNG MID34
V4f-N2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACGCTGTCT AYTGGGYDTAAAGNG MID40
V4f-N3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGATCACGT AYTGGGYDTAAAGNG MID42
V4f-N4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTGTACAGT AYTGGGYDTAAAGNG MID29
V4f-N5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGACGTATGT AYTGGGYDTAAAGNG MID46
V4f-N6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGCAGTACGA AYTGGGYDTAAAGNG MID56
V4f-N7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACAGTATATA AYTGGGYDTAAAGNG MID48
V4f-N8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGCGATCGA AYTGGGYDTAAAGNG MID49
V4f-LAE CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTAGCAGTA AYTGGGYDTAAAGNG MID50
V4f-LANAE CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTACGCTCTA AYTGGGYDTAAAGNG MID60
V4f-BC CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTATAGCGTA AYTGGGYDTAAAGNG MID61
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